
(57)【要約】
本発明は高親和性ヒトモノクローナル抗体に関し、特に免疫グロブリン E（ IgE）のアイソ
タイプの決定基に対して作製された抗体、並びにこれらの抗体の直接的な均等物及び誘導
体に関する。これらの抗体は、元の親抗体より少なくとも１００倍強い親和性でそれぞれ
の標的に結合する。これらの抗体は疾病の診断、予防及び治療に有用である。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 式 ： FRL1-CDRL1-FRL2-CDRL2-FRL3-CDRL3-FRL4を 有 し 、 FRL1が 配 列 番 号 30-37の う ち の い
ず れ か 1つ か ら 成 り ； CDRL1が 配 列 番 号 5-7の う ち の い ず れ か 1つ か ら 成 り ； FRL2が 配 列 番 号
38-39の う ち の い ず れ か 1つ か ら 成 り ； CDRL2が 配 列 番 号 8-12の う ち の い ず れ か 1つ か ら 成 り
； FRL3が 配 列 番 号 40-43の う ち の い ず れ か 1つ か ら 成 り ； CDRL3が 配 列 番 号 13-14の う ち の い
ず れ か 1つ か ら 成 り ； FRL4が 配 列 番 号 44か ら 成 る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 軽 鎖 可 変 領 域 。
【 請 求 項 ２ 】
　 配 列 番 号 57, 61, 63, 65, 67及 び 69の う ち の い ず れ か 1つ を 含 む 請 求 項 1記 載 の 軽 鎖 可 変
領 域 。
【 請 求 項 ３ 】
　 定 常 領 域 を さ ら に 含 む 請 求 項 1記 載 の 軽 鎖 可 変 領 域 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 定 常 領 域 が 配 列 番 号 58を 有 す る 請 求 項 3記 載 の 軽 鎖 可 変 領 域 。
【 請 求 項 ５ 】
　 定 常 領 域 を さ ら に 含 む 請 求 項 2記 載 の 軽 鎖 可 変 領 域 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 定 常 領 域 が 配 列 番 号 58を 有 す る 請 求 項 5記 載 の 軽 鎖 可 変 領 域 。
【 請 求 項 ７ 】
　 シ グ ナ ル ペ プ チ ド を さ ら に 含 む 請 求 項 1記 載 の 軽 鎖 可 変 領 域 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 シ グ ナ ル ペ プ チ ド が 配 列 番 号 56を 有 す る 請 求 項 7記 載 の 軽 鎖 可 変 領 域 。
【 請 求 項 ９ 】
　 式 ： FRH1-CDRH1-FRH2-CDRH2-FRH3-CDRH3-FRH4を 有 し 、 FRH1が 配 列 番 号 45-46の う ち の い
ず れ か 1つ か ら 成 り ； CDRH1が 配 列 番 号 15-17の う ち の い ず れ か 1つ か ら 成 り ； FRH2が 配 列 番
号 47-50の う ち の い ず れ か 1つ か ら 成 り ； CDRH2が 配 列 番 号 18-25の う ち の い ず れ か 1つ か ら
成 り ； FRH3が 配 列 番 号 51-54の う ち の い ず れ か 1つ か ら 成 り ； CDRH3が 配 列 番 号 26-29の う ち
の い ず れ か 1つ か ら 成 り ； FRH4が 配 列 番 号 55か ら 成 る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 重 鎖 可 変 領 域 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 配 列 番 号 59, 62, 64, 66, 68及 び 70の う ち の い ず れ か 1つ を 含 む 請 求 項 9記 載 の 重 鎖 可 変
領 域 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 定 常 領 域 の 少 な く と も CH1ド メ イ ン を さ ら に 含 む 請 求 項 7記 載 の 重 鎖 可 変 領 域 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 定 常 領 域 の CH1, CH2及 び CH3ド メ イ ン を 含 む 請 求 項 11記 載 の 重 鎖 可 変 領 域 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 前 記 定 常 領 域 が IgG抗 体 由 来 で あ る 請 求 項 11記 載 の 重 鎖 可 変 領 域 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 前 記 IgG抗 体 が IgG1抗 体 、 IgG2抗 体 、 IgG3抗 体 、 又 は IgG4抗 体 で あ る 請 求 項 13記 載 の 重
鎖 可 変 領 域 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 前 記 定 常 領 域 が 配 列 番 号 60を 有 す る 請 求 項 13記 載 の 重 鎖 可 変 領 域 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 定 常 領 域 を さ ら に 含 む 請 求 項 10記 載 の 重 鎖 可 変 領 域 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 前 記 定 常 領 域 が 配 列 番 号 60を 有 す る 請 求 項 16記 載 の 重 鎖 可 変 領 域 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 シ グ ナ ル ペ プ チ ド を さ ら に 含 む 請 求 項 9記 載 の 重 鎖 可 変 領 域 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 前 記 シ グ ナ ル ペ プ チ ド が 配 列 番 号 56を 有 す る 請 求 項 19記 載 の 重 鎖 可 変 領 域 。
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【 請 求 項 ２ ０ 】
　 請 求 項 1記 載 の 軽 鎖 可 変 領 域 を 含 み 、 IgEに 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 又 は 抗 体 断 片 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 請 求 項 9記 載 の 重 鎖 可 変 領 域 を 含 み 、 IgEに 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 又 は 抗 体 断 片 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 請 求 項 9記 載 の 重 鎖 領 域 を 含 む 請 求 項 20記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 配 列 番 号 57に 記 載 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 軽 鎖 可 変 領 域 及 び 配 列 番 号 59に 記 載 さ れ
た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 重 鎖 可 変 領 域 を 含 む 請 求 項 22記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 軽 鎖 定 常 領 域 及 び 重 鎖 定 常 領 域 を さ ら に 含 む 請 求 項 23記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 前 記 軽 鎖 定 常 領 域 が 配 列 番 号 58に 記 載 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 し 、 前 記 重 鎖 定 常 領 域 が
配 列 番 号 60に 記 載 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 、 請 求 項 24記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 配 列 番 号 61に 記 載 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 軽 鎖 可 変 領 域 及 び 配 列 番 号 62に 記 載 さ れ
た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 重 鎖 可 変 領 域 を 含 む 請 求 項 22記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 軽 鎖 定 常 領 域 及 び 重 鎖 定 常 領 域 を さ ら に 含 む 請 求 項 26記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 前 記 軽 鎖 定 常 領 域 が 配 列 番 号 58に 記 載 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 し 、 前 記 重 鎖 定 常 領 域 が
配 列 番 号 60に 記 載 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 、 請 求 項 27記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 ATCC寄 託 番 号 PTA-5678を 有 す る 細 胞 に よ っ て 生 産 さ れ る 請 求 項 26記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 配 列 番 号 63に 記 載 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 軽 鎖 可 変 領 域 及 び 配 列 番 号 64に 記 載 さ れ
た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 重 鎖 可 変 領 域 を 含 む 請 求 項 22記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 軽 鎖 定 常 領 域 及 び 重 鎖 定 常 領 域 を さ ら に 含 む 請 求 項 30記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 前 記 軽 鎖 定 常 領 域 が 配 列 番 号 58に 記 載 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 し 、 前 記 重 鎖 定 常 領 域 が
配 列 番 号 60に 記 載 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 、 請 求 項 31記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 ATCC寄 託 番 号 PTA-5680を 有 す る 細 胞 に よ っ て 生 産 さ れ る 請 求 項 30記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 配 列 番 号 65に 記 載 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 軽 鎖 可 変 領 域 及 び 配 列 番 号 66に 記 載 さ れ
た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 重 鎖 可 変 領 域 を 含 む 請 求 項 22記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 軽 鎖 定 常 領 域 及 び 重 鎖 定 常 領 域 を さ ら に 含 む 請 求 項 34記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 前 記 軽 鎖 定 常 領 域 が 配 列 番 号 58に 記 載 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 し 、 前 記 重 鎖 定 常 領 域 が
配 列 番 号 60に 記 載 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 、 請 求 項 35記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 ATCC寄 託 番 号 PTA-5679を 有 す る 細 胞 に よ っ て 生 産 さ れ る 請 求 項 34記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 配 列 番 号 67に 記 載 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 軽 鎖 可 変 領 域 及 び 配 列 番 号 68に 記 載 さ れ
た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 重 鎖 可 変 領 域 を 含 む 請 求 項 22記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 軽 鎖 定 常 領 域 及 び 重 鎖 定 常 領 域 を さ ら に 含 む 請 求 項 38記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ４ ０ 】

10

20

30

40

50

(3) JP 2006-516409 A 2006.7.6



　 前 記 軽 鎖 定 常 領 域 が 配 列 番 号 58に 記 載 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 し 、 前 記 重 鎖 定 常 領 域 が
配 列 番 号 60に 記 載 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 、 請 求 項 39記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 配 列 番 号 69に 記 載 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 軽 鎖 可 変 領 域 及 び 配 列 番 号 70に 記 載 さ れ
た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 重 鎖 可 変 領 域 を 含 む 請 求 項 22記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 軽 鎖 定 常 領 域 及 び 重 鎖 定 常 領 域 を さ ら に 含 む 請 求 項 41記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 前 記 軽 鎖 定 常 領 域 が 配 列 番 号 58に 記 載 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 し 、 前 記 重 鎖 定 常 領 域 が
配 列 番 号 60に 記 載 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 、 請 求 項 42記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 治 療 的 に 有 効 な 量 の 請 求 項 20又 は 21に 記 載 の 抗 体 及 び 薬 理 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 を 含 む
組 成 物 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 標 識 を さ ら に 結 合 さ れ た 請 求 項 20又 は 21に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 請 求 項 20又 は 21に 記 載 の 抗 体 を 含 む 診 断 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 請 求 項 22記 載 の 抗 体 を コ ー ド す る 核 酸 を 含 む ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 請 求 項 47記 載 の ベ ク タ ー を 含 む 細 胞 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 前 記 細 胞 が ATCC寄 託 番 号 PTA-5678, PTA-5679又 は PTA-5680で あ る 、 請 求 項 48記 載 の 細 胞
。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 抗 体 の 生 産 に 適 し た 条 件 下 で 請 求 項 48記 載 の 細 胞 を 培 養 す る こ と 、 及 び 生 産 さ れ た 抗 体
を 単 離 す る こ と を 含 む 、 抗 体 を 生 産 す る た め の 方 法 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 被 験 者 に お け る IgEレ ベ ル を 測 定 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 IgE分 子 を 含 む サ ン プ ル で あ
る 被 験 者 の サ ン プ ル を 請 求 項 ２ ２ 記 載 の 抗 体 と 接 触 さ せ る こ と ； 及 び 該 サ ン プ ル に よ る 抗
体 の 保 持 の レ ベ ル を 対 照 被 験 者 の コ ン ト ロ ー ル サ ン プ ル と 比 較 し て 決 定 す る こ と を 含 み 、
コ ン ト ロ ー ル サ ン プ ル に 対 し て 被 験 者 の サ ン プ ル に よ る 抗 体 の 保 持 の レ ベ ル が 高 い 又 は 低
い と い う こ と が 、 該 被 験 者 が 対 照 被 験 者 よ り も 高 い 又 は 低 い レ ベ ル の IgE分 子 を 有 し て い
る と い う こ と を 示 す も の で あ る 方 法 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 被 験 者 に お け る 異 常 な レ ベ ル の IgEに 伴 う 疾 患 を 診 断 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 IgE分 子
を 含 む サ ン プ ル で あ る 被 験 者 の サ ン プ ル を 請 求 項 ２ ２ 記 載 の 抗 体 と 接 触 さ せ る こ と ； 及 び
該 サ ン プ ル に よ る 抗 体 の 保 持 の レ ベ ル を 対 照 被 験 者 の コ ン ト ロ ー ル サ ン プ ル と 比 較 し て 決
定 す る こ と を 含 み 、 コ ン ト ロ ー ル サ ン プ ル に 対 し て 被 験 者 の サ ン プ ル に よ る 抗 体 の 保 持 の
レ ベ ル が 高 い 又 は 低 い と い う こ と が 、 該 被 験 者 が 異 常 な レ ベ ル の IgEに 伴 う 疾 患 を 有 す る
と い う こ と を 示 す も の で あ る 方 法 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 前 記 の 異 常 な レ ベ ル の IgEに 伴 う 疾 患 が 、 喘 息 、 ア レ ル ギ ー 性 鼻 炎 、 湿 疹 、 蕁 麻 疹 、 又
は ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 で あ る 、 請 求 項 ５ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 被 験 者 に お け る 異 常 に 高 い IgEレ ベ ル に 伴 う 疾 患 を 治 療 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 該 被
験 者 に お い て 該 疾 患 が 治 療 さ れ る よ う な 治 療 的 に 有 効 な 量 の 請 求 項 ２ ２ 記 載 の 抗 体 を 該 被
験 者 に 投 与 す る こ と を 包 含 す る 方 法 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 前 記 疾 患 が 喘 息 、 ア レ ル ギ ー 性 鼻 炎 、 湿 疹 、 蕁 麻 疹 、 ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 、 又 は 食 物 ア レ
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ル ギ ー で あ る 、 請 求 項 ５ ４ 記 載 の 方 法 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 ア レ ル ギ ー は 、 ア レ ル ゲ ン の よ う な 外 来 因 子 に 対 す る 過 大 な 免 疫 反 応 に よ り 引 き 起 こ さ
れ る 過 敏 感 状 態 で あ る 。 ア レ ル ゲ ン と の 接 触 後 直 ち に 起 こ る ア レ ル ギ ー 反 応 に よ っ て 特 徴
付 け ら れ る 即 時 型 （ １ 型 ） 過 敏 反 応 は 、 B細 胞 に よ っ て 媒 介 さ れ る も の で あ り 、 抗 原 抗 体
反 応 に 基 づ い て い る 。 遅 延 型 過 敏 症 は T細 胞 に よ っ て 媒 介 さ れ る も の で あ り 、 細 胞 性 免 疫
の 機 構 に 基 づ い て い る 。 近 年 で は 、 「 ア レ ル ギ ー 」 と い う 語 は １ 型 過 敏 反 応 と 同 義 的 に 用
い ら れ る こ と が 多 く な っ て き て い る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 即 時 型 過 敏 反 応 は 、 ア レ ル ゲ ン に 曝 露 し た 際 に 抗 体 を 分 泌 す る プ ラ ズ マ 細 胞 へ と 分 化 す
る B細 胞 に よ る 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン ク ラ ス E抗 体 （ IgE抗 体 ） の 生 産 に 基 づ い た 反 応 で あ る 。 I
gE誘 導 性 反 応 は 、 ア レ ル ゲ ン が 体 内 に 侵 入 し た 部 位 に お い て 、 す な わ ち 粘 膜 の 表 面 及 び ／
又 は 局 部 リ ン パ 節 に お い て 起 こ る 局 所 的 な 現 象 で あ る 。 局 所 的 に 生 産 さ れ た IgEは 最 初 に
局 部 の マ ス ト 細 胞 を 感 作 し 、 す な わ ち マ ス ト 細 胞 の 表 面 上 に お い て IgE抗 体 が そ の 定 常 領
域 で Fcε レ セ プ タ ー と 結 合 し 、 次 い で 「 溢 流 し た 」 IgEは 循 環 に 入 り 、 全 身 の 循 環 し て い
る 好 塩 基 球 上 及 び 組 織 に 固 定 さ れ て い る マ ス ト 細 胞 上 の 両 方 に あ る レ セ プ タ ー と 結 合 す る
。 結 合 し た IgEが そ の 後 ア レ ル ゲ ン と 接 触 す る と 、 ア レ ル ゲ ン の 結 合 に よ っ て Fcε レ セ プ
タ ー が 架 橋 さ れ 、 細 胞 に 脱 顆 粒 及 び ヒ ス タ ミ ン 、 プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン 、 ロ イ コ ト リ エ ン な
ど の よ う な 多 く の 過 敏 症 媒 介 因 子 の 放 出 を 生 じ さ せ る 。 こ れ ら の 物 質 の 放 出 が 即 時 型 過 敏
反 応 に 典 型 的 な 臨 床 症 状 、 す な わ ち 気 道 又 は 腸 に お け る 平 滑 筋 の 収 縮 、 小 血 管 の 拡 張 並 び
に 水 及 び 血 漿 タ ン パ ク 質 に 対 す る 透 過 性 の 増 大 、 例 え ば ア レ ル ギ ー 性 鼻 炎 、 ア ト ピ ー 性 湿
疹 及 び 喘 息 、 並 び に か ゆ み 及 び 痛 み を も た ら す 皮 膚 に お け る 神 経 終 末 の 刺 激 を 引 き 起 こ す
粘 液 の 分 泌 の 原 因 と な る 。 そ の 上 、 い く つ か の B細 胞 は 、 ア レ ル ゲ ン に 最 初 に 接 触 し た 後
、 細 胞 表 面 上 に IgEを 発 現 す る こ と に よ っ て 表 面 IgE陽 性 B細 胞 （ slgE +  B細 胞 ） の 「 記 憶 プ
ー ル 」 を 形 成 す る た め 、 ア レ ル ゲ ン に 二 度 目 に 接 触 し た 時 の 反 応 は 激 化 す る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 IgEの レ セ プ タ ー と し て 主 要 な も の は 、 高 親 和 性 レ セ プ タ ー Fcε RIと 低 親 和 性 レ セ プ タ
ー Fcε RIIの 二 つ で あ る 。 Fcε RIは 主 に マ ス ト 細 胞 及 び 好 塩 基 球 の 表 面 上 に 発 現 さ れ る が
、 Fcε RIの 低 レ ベ ル の 発 現 は ヒ ト ラ ン ゲ ル ハ ン ス 細 胞 、 樹 状 細 胞 、 及 び 単 球 上 で も 見 ら れ
、 そ こ で は IgEに 媒 介 さ れ る ア レ ル ゲ ン の 提 示 に お い て 機 能 し て い る 。 さ ら に 、 Fcε RIは
ヒ ト 好 酸 球 及 び 血 小 板 上 で も 報 告 さ れ て い る (Hasegawa, S. et. al., Hematopoiesis, 19
99, 93:2543-2551)。 Fcε RIは B細 胞 、 T細 胞 、 又 は 好 中 球 の 表 面 で は 認 め ら れ な い 。 ラ ン
ゲ ル ハ ン ス 細 胞 及 び 皮 膚 の 樹 状 細 胞 上 で の Fcε RIの 発 現 は 、 ア レ ル ギ ー 患 者 に お い て IgE
が 結 合 し た 抗 原 の 提 示 に 機 能 的 及 び 生 物 学 的 に 重 要 で あ る (Klubal R. et al, J. Invest.
 Dermatol. 1997, 108 (3):336-42)。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 低 親 和 性 レ セ プ タ ー Fcε RII（ CD23） は 、 細 胞 の 原 形 質 膜 由 来 の 長 い α ‐ ヘ リ ッ ク ス 構
造 の コ イ ル 状 の 軸 か ら 伸 び た 頭 部 構 造 を 有 す る ３ つ の 同 一 の サ ブ ユ ニ ッ ト を 包 含 す る レ ク
チ ン 様 分 子 で あ る (Dierks, A.E. et al., J. Immunol. 1993,150:2372-2382)。 IgEと 結 合
す る と 、 Fcε RIIは IgEの 合 成 の 調 節 に 関 与 す る B細 胞 上 の CD21と 会 合 す る (Sanon, A. et a
l., J. Allergy Clin. Immunol. 1990, 86:333-344, Bonnefoy, J. et al., Eur. Resp. 
J. 1996, 9:63s-66s)。 Fcε RIIは ア レ ル ゲ ン の 提 示 に 関 し て 長 い 間 認 識 さ れ て き た (Sutto
n and Gould ,1993, Nature, 366:421-428)。 上 皮 細 胞 上 の Fcε RIIに 結 合 し た IgEは 特 異
的 且 つ 迅 速 な ア レ ル ゲ ン の 提 示 の 原 因 と な っ て い る (Yang, P.P., J. Clin. Invest., 200
0, 106:879-886)。 Fcε RIIは 、 B細 胞 、 好 酸 球 、 血 小 板 、 ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー 細 胞 、 T細 胞 、
濾 胞 樹 状 細 胞 及 び ラ ン ゲ ル ハ ン ス 細 胞 を 包 含 す る 数 種 の 細 胞 型 上 に 存 在 す る 。
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【 ０ ０ ０ ５ 】
　 Fcε RI及 び Fcε RIIと 相 互 作 用 す る IgE分 子 上 の 構 造 の 構 成 要 素 も ま た 同 定 さ れ た 。 変 異
誘 発 研 究 に よ り 、 CH3ド メ イ ン が IgEの Fcε RI(Presta et al., J. Biol. Chem. 1994, 269
:26368-26373; Henry A.J. et al., Biochemistry, 1997, 36:15568-15578)及 び Fcε RII 
(Sutton and Gould, Nature, 1993, 366: 421428; Shi, J. et al., Biochemistry, 1997
, 36:2112-2122)両 方 と の 相 互 作 用 を 媒 介 す る と い う こ と が 示 さ れ た 。 高 親 和 性 及 び 低 親
和 性 レ セ プ タ ー 両 方 へ の 結 合 部 位 は 、 二 つ の CH3ド メ イ ン に わ た る 中 心 回 転 軸 に 沿 っ て 対
称 的 に 位 置 し て い る 。 Fcε RI結 合 部 位 は 、 CH3ド メ イ ン 中 の CH2ド メ イ ン の 接 続 部 に 近 い 外
向 き 側 の と こ ろ に 位 置 し て い る が 、 一 方 で Fcε RII結 合 部 位 は CH3の カ ル ボ キ シ 末 端 上 に あ
る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 ア レ ル ギ ー の 治 療 の た め に 有 望 な 構 想 は 、 IgEの ア イ ソ タ イ プ に 特 異 的 で あ り 従 っ て IgE
に 結 合 す る こ と が で き る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 適 用 を 包 含 す る 。 こ の 方 法 は 、 ア レ ル ギ ー
の 誘 導 に お い て 最 も 初 期 に 起 こ る 現 象 で あ り ア レ ル ギ ー 状 態 を 持 続 さ せ る IgE免 疫 反 応 を
下 方 制 御 す る こ と に よ っ て ア レ ル ギ ー 性 反 応 を 阻 害 す る こ と に 基 づ い て い る 。 他 の ク ラ ス
の 抗 体 の 反 応 は 影 響 さ れ な い の で 、 即 時 型 の 及 び 長 く 持 続 す る ア レ ル ギ ー 症 状 両 方 へ の 効
果 が 達 成 さ れ る 。 ヒ ト 好 塩 基 球 密 度 に つ い て の 初 期 の 研 究 に よ り 、 患 者 の 血 漿 中 の IgEレ
ベ ル と 好 塩 基 球 当 た り の Fcε RIレ セ プ タ ー 数 と の 間 の 相 関 が 示 さ れ た (Malveaux et al., 
J. Clin. Invest., 1978, 62:176)。 そ れ に よ る と 、 ア レ ル ギ ー 及 び 非 ア レ ル ギ ー の 人 に
お け る Fcε RI密 度 は 、 好 塩 基 球 当 た り 10 4 か ら 10 6 個 に 及 ぶ 。 ア レ ル ギ ー 性 疾 患 の 治 療 に 抗
IgEを 用 い る と 、 循 環 す る IgE量 が 治 療 前 の レ ベ ル の １ ％ ま で 減 少 す る こ と が そ の 後 示 さ れ
た (MacGlashan et al., J. Immunol., 1997, 158:14381445)。 MacGlashanは 、 患 者 の 血 清
中 で 循 環 し て い る フ リ ー な IgEと 結 合 す る 全 抗 IgE抗 体 で 治 療 さ れ た 患 者 か ら 得 ら れ た 血 清
を 解 析 し た 。 彼 ら は 患 者 の 循 環 す る IgEの レ ベ ル を 低 下 さ せ る こ と で 好 塩 基 球 の 表 面 上 に
存 在 す る レ セ プ タ ー の 数 を 低 下 さ せ る こ と が で き る と い う こ と を 報 告 し た 。 従 っ て 、 彼 ら
は 、 好 塩 基 球 及 び マ ス ト 細 胞 の 表 面 上 の Fcε RI密 度 は 循 環 す る IgE抗 体 の レ ベ ル に よ っ て
直 接 又 は 間 接 的 に 調 節 さ れ て い る と い う 仮 説 を 立 て た 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 さ ら に 近 年 で は 、 WO 99/62550に お い て 、 Fcε RI及 び Fcε RII結 合 部 位 に 結 合 し て IgEの
レ セ プ タ ー へ の 結 合 を 遮 断 す る IgE分 子 及 び 断 片 の 利 用 が 開 示 さ れ た 。 し か し な が ら 、 こ
れ ら の ア レ ル ギ ー 性 疾 患 の 管 理 の た め の 有 害 な 副 作 用 の な い 効 果 的 な 治 療 法 は 限 ら れ て い
る 。 ア レ ル ギ ー 性 疾 患 の 治 療 へ の 取 り 組 み の ひ と つ は 、 ア レ ル ギ ー 性 鼻 炎 及 び 喘 息 を 治 療
す る た め に ヒ ト 化 抗 IgE抗 体 を 用 い る こ と を 包 含 す る (Corne, J. et al., J. Clin. Inves
t.1997, 99:879-887; Racine-Poon, A. et al., Clin. Pharmcol. Ther. 1997, 62:675-6
90; Fahy, J.V. et al., Am. J. Resp. Crit. Care Med. 1997,-155:1824-1834; Boulet,
 L. P. et al., Am. J. Resp. Crit. Care Med., 1997,155:1835-1840; Milgrom, E. et 
al., N. Engi. J. Med., 1999, 341:1966-1973)。 こ れ ら の 臨 床 デ ー タ は 、 IgEの レ セ プ タ
ー へ の 結 合 を 阻 害 す る こ と は ア レ ル ギ ー 性 疾 患 を 治 療 す る た め の 方 法 と し て 有 効 で あ る こ
と を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 抗 ア レ ル ギ ー 試 薬 と し て 適 し た 抗 体 は 、 IgE産 生 プ ラ ズ マ 細 胞 へ と 分 化 す る 表 面 IgE陽 性
B細 胞 と 反 応 し 、 そ の よ う な B細 胞 を 機 能 上 除 去 す る た め に 用 い る こ と が で き る も の で あ る
。 し か し な が ら 、 IgEに 対 す る 抗 体 は 、 原 理 上 は Fcε レ セ プ タ ー に 架 橋 す る こ と に よ り IgE
感 作 マ ス ト 細 胞 か ら の 媒 介 物 質 の 放 出 を も 誘 導 し 、 血 清 IgE及 び slgE +  B細 胞 レ ベ ル に 及 ぼ
さ れ る 有 益 な 効 果 と 拮 抗 す る こ と に な る 。 従 っ て 、 ア レ ル ギ ー の 治 療 に 適 用 可 能 な 抗 体 は
、 感 作 マ ス ト 細 胞 上 及 び 好 塩 基 球 上 に 結 合 し た IgEと は 反 応 し な い が slgE +  B細 胞 を 認 識 す
る 能 力 を 保 持 し て い る も の で な け れ ば な ら な い 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 そ の よ う な IgEア イ ソ タ イ プ 特 異 的 な 抗 体 は 、 Chang et al. (Biotechnology 8, 122-12
6 (1990))、 欧 州 特 許 第 EP0407392号 、 及 び 例 え ば 米 国 特 許 第 5,449,760号 の よ う な 数 種 の
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米 国 特 許 に 記 載 さ れ て い る 。 し か し な が ら 、 開 示 さ れ て い る 抗 体 は ヒ ト 起 源 で は な い の で
、 外 来 タ ン パ ク 質 と し て の 免 疫 原 性 を 有 し て い る た め 、 ヒ ト へ の 適 用 に は あ ま り 適 し て い
な い 。 こ の 弱 点 は 、 例 え ば げ っ 歯 類 の 抗 IgEモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 げ っ 歯 類 の 抗 体 の 可
変 領 域 と ヒ ト 抗 体 の 定 常 領 域 を 組 み 合 わ せ た キ メ ラ 抗 体 に 転 換 す る こ と に よ っ て 、 潜 在 的
に 減 ら す こ と が で き る 。 こ の 方 法 は 、 げ っ 歯 類 の 親 抗 IgE抗 体 の 抗 原 結 合 部 位 を 保 存 し 、
一 方 で ヒ ト の ア イ ソ タ イ プ と エ フ ェ ク タ ー の 機 能 を 付 与 す る も の で あ る 。 キ メ ラ 抗 体 の 免
疫 原 性 は 、 げ っ 歯 類 の 相 補 性 決 定 領 域 （ CDR） と も 呼 ば れ る 超 可 変 領 域 を ヒ ト 軽 鎖 及 び 重
鎖 可 変 領 域 の フ レ ー ム ワ ー ク 中 に 移 植 し 、 ヒ ト 抗 体 を 再 構 成 さ せ る こ と に よ っ て 、 さ ら に
低 下 さ せ る こ と が で き る 。 該 技 術 は 、 抗 原 特 異 的 な げ っ 歯 類 の CDR配 列 を 「 一 般 的 な 」 ヒ
ト 重 鎖 及 び 軽 鎖 可 変 領 域 中 に 存 在 す る 配 列 と 置 換 又 は 組 換 え 移 植 す る こ と を 包 含 す る (米
国 特 許 第 6,180,370号 )。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 天 然 の 無 傷 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 又 は 抗 体 は そ れ ぞ れ の 上 腕 部 末 端 に 標 的 結 合 部 位 を 有 す る
概 ね Ｙ 字 型 の ４ 量 体 分 子 を 包 含 す る 。 標 的 結 合 部 位 は 、 軽 鎖 可 変 領 域 が 結 合 し た 重 鎖 可 変
領 域 か ら 成 る 。 よ り 具 体 的 に 言 え ば 、 抗 体 の 標 的 結 合 部 位 は 本 質 的 に 重 鎖 （ V H ） の 可 変 領
域 の ３ つ の 相 補 性 決 定 領 域 (「 CDR」 )及 び 軽 鎖 （ V L ） の 可 変 領 域 の ３ つ の CDRで 形 成 さ れ る
。 V L 及 び V H の 両 鎖 に お い て 、 CDRは ４ つ の フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 （ FR） と 交 互 し て 一 般 式
(i)　 FR1-CDR1-FR2-CDR2-FR3-CDR3-FR4 (I)
の ポ リ ペ プ チ ド 鎖 を 形 成 し て お り 、 こ こ で ポ リ ペ プ チ ド 鎖 は N末 端 か ら 始 ま り C末 端 で 終 わ
る よ う に 記 載 し て い る 。 V H 及 び V L 鎖 の CDRは そ れ ぞ れ H1、 H2、 H3及 び L1、 L2、 L3と も 呼 ば
れ る 。 何 が FR又 は CDRを 構 成 し て い る か の 決 定 は 、 通 常 同 種 内 で 作 製 さ れ た 多 数 の 抗 体 の
ア ミ ノ 酸 配 列 を 比 較 す る こ と に よ っ て 行 な わ れ 、 同 定 の た め の 一 般 的 な 規 則 は こ の 分 野 に
お い て 公 知 で あ る ("Sequences of proteins of immunological interest", Kabat E. A. 
et al., US department of health and human service, Public health service, Nation
al Institute of Health)。
【 ０ ０ １ １ 】
　 軽 鎖 可 変 領 域 に よ る 結 合 の エ ネ ル ギ ー 収 支 へ の 寄 与 は 、 結 合 し た 重 鎖 可 変 領 域 に よ る 寄
与 と 比 較 し て 小 さ く 、 同 定 さ れ た 重 鎖 可 変 領 域 は 固 有 の 抗 原 結 合 活 性 を 有 す る 。 そ の よ う
な 分 子 は 一 般 に 単 一 ド メ イ ン 抗 体 と 呼 ば れ る (Ward, E. S. et al., Nature 341, 544-546
 (1989))。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 CDRは 、 そ の 領 域 内 で β － シ ー ト フ レ ー ム ワ ー ク に 結 合 す る ル ー プ を 形 成 す る 。 ア ミ ノ
酸 配 列 と ル ー プ 構 造 と の 間 の 関 係 は カ ノ ニ カ ル 構 造 モ デ ル に よ っ て 述 べ る こ と が で き る (C
hothia et al., Nature 342, 887-883 (1989))。 こ の モ デ ル に よ る と 、 抗 体 は ご く 限 ら れ
た 主 鎖 の コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン 又 は そ れ ぞ れ の 超 可 変 領 域 に 対 す る 「 カ ノ ニ カ ル 構 造 」 の み
を 有 す る 。 該 コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン は 、 少 数 の 鍵 と な る ア ミ ノ 酸 残 基 が CDR中 の 特 定 の 部 位
に 存 在 す る こ と に よ り 、 及 び あ る ル ー プ に 関 し て は フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 中 に 存 在 す る こ と
に よ り 決 定 さ れ る 。 異 な る 免 疫 グ ロ ブ リ ン 中 で 同 一 の コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン を と る 超 可 変 領
域 は 、 こ れ ら の 部 位 に お い て 同 一 又 は 極 め て 類 似 し た ア ミ ノ 酸 残 基 を 有 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 CDR移 植 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 対 し て 行 な わ れ 、 げ っ 歯 類 CDRド ナ ー 抗 体 よ り も 顕 著 に
低 い 結 合 親 和 性 を 有 す る ヒ ト 化 し た ヒ ト 抗 体 を も た ら す 。 い く つ か の 例 に お い て は 、 CDR
移 植 産 物 に お い て 満 足 す べ き 抗 原 結 合 活 性 を 得 る た め に は CDRの 移 転 の 他 に ヒ ト 配 列 の フ
レ ー ム ワ ー ク 内 の 変 化 も 必 要 と な る と い う こ と が わ か っ て き た 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 Queenら (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86, 10029-10033 (1989))は 、 マ ウ ス 抗 Tacモ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 由 来 の CDRが ヒ ト フ レ ー ム ワ ー ク 内 に 移 植 可 能 で あ る こ と を 開 示 し た 。 該
ヒ ト フ レ ー ム ワ ー ク は マ ウ ス 配 列 と の 相 同 性 が 最 大 に な る よ う に 選 択 さ れ た 。 著 者 ら は 、
CDR又 は 抗 原 と の 相 互 作 用 を 十 分 に 起 こ し 得 る だ け 近 い FR内 ア ミ ノ 酸 残 基 を 同 定 す る た め
に 、 マ ウ ス 親 抗 体 の コ ン ピ ュ ー タ ー モ デ ル を 用 い た 。 こ れ ら の 残 基 を マ ウ ス 配 列 中 で 認 め
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ら れ る 残 基 に 変 異 さ せ た 。 該 ヒ ト 化 抗 Tac抗 体 の 親 和 性 は マ ウ ス 抗 Tac抗 体 の お よ そ １ ／ ３
程 度 で し か な く 、 こ の 抗 体 に ヒ ト の 特 徴 を 維 持 さ せ る こ と は 問 題 で あ っ た 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 免 疫 原 性 の リ ス ク を 低 下 さ せ る た め 及 び 例 え ば ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 の よ う な 極 め て 高 レ ベ
ル の IgEを 伴 う 疾 患 へ の 臨 床 的 適 用 を 拡 張 す る た め 、 極 め て 高 レ ベ ル の IgEを 伴 う 疾 患 の 治
療 に は よ り 高 い 親 和 性 を 有 す る 抗 体 が 必 要 と さ れ 得 る 。 従 っ て 、 ヒ ト 化 の 水 準 が 高 く 、 且
つ IgEへ の 親 和 性 が 非 常 に 高 い 抗 IgE抗 体 を 得 る こ と が 望 ま し い 。 本 発 明 の 抗 体 は 、 非 常 に
高 い 親 和 性 と 非 常 に 高 い ヒ ト 配 列 と の 相 同 性 を 有 す る 、 免 疫 原 性 の リ ス ク が 低 い 抗 ヒ ト Ig
E抗 体 で あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 従 っ て 、 疾 患 の 治 療 に 必 要 な 抗 体 の 量 を 減 少 で き 、 そ れ に よ り 薬 剤 の 免 疫 原 性 に 由 来 す
る 潜 在 的 な 副 作 用 と 患 者 に か か る 費 用 を 低 下 さ せ る こ と が で き る 、 親 和 性 を よ り 高 め た ヒ
ト 化 抗 体 が 必 要 と さ れ て い る 。 さ ら に 、 本 発 明 は 高 親 和 性 抗 体 を 同 定 す る 確 率 を 向 上 さ せ
る も の で あ る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 は 、 親 抗 体 か ら 作 製 さ れ た 高 親 和 性 抗 体 、 特 に 極 め て 親 和 性 の 高 い 抗 IgE抗 体 に
関 す る 。 こ れ ら の 高 親 和 性 抗 体 は 、 約 100倍 か ら 約 5000倍 の 範 囲 で 親 和 性 が 増 大 し て お り
、 元 の 親 抗 体 よ り 少 な く と も 20倍 以 上 強 い 結 合 親 和 性 で 標 的 エ ピ ト ー プ に 結 合 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 は ま た 、 他 の 方 法 以 上 に 顕 著 に 結 合 親 和 性 を 増 大 さ せ る 迅 速 且 つ 効 率 的 な 方 法 と
し て 非 ヒ ト 抗 体 の ヒ ト 化 と ア フ ィ ニ テ ィ ー マ チ ュ レ ー シ ョ ン を 組 み 合 わ せ る 、 親 抗 体 か ら
前 記 の よ う な 高 親 和 性 抗 体 を 作 製 す る 方 法 に 関 す る 。 こ の 方 法 は 、 ラ ン ダ ム に 置 換 し た CD
R及 び ／ 又 は フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 の ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 す る こ と 並 び に 高 親 和 性 分 子 を ス
ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ っ て 、 親 抗 体 分 子 の CDR及 び フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 を 同 時 に 又 は
逐 次 的 に 修 飾 す る こ と を 包 含 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 の 1つ の 具 体 例 は
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ２ ０ 】
定 義
　 本 明 細 書 に お い て 用 い ら れ る 語 は 、 当 業 者 が 用 い る 一 般 的 及 び 典 型 的 な 意 味 で 解 釈 さ れ
る 。 し か し な が ら 、 出 願 人 は 以 下 の 語 に つ い て 下 記 の 通 り の 特 別 な 定 義 を 与 え る こ と を 望
む 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 あ る 抗 体 鎖 ポ リ ペ プ チ ド 配 列 に つ い て 、 「 実 質 的 に 同 一 」 と い う 文 言 は 、 基 準 ポ リ ペ プ
チ ド 配 列 と 少 な く と も 70％ 、 又 は 80％ 、 又 は 90％ 、 あ る い は 95％ の 配 列 同 一 性 を 示 す 抗 体
鎖 と 解 釈 さ れ 得 る 。 核 酸 配 列 に つ い て の 該 語 句 は 、 基 準 核 酸 配 列 と 少 な く と も 約 85％ 、 又
は 90％ 、 又 は 95％ 、 あ る い は 97％ の 配 列 同 一 性 を 示 す ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 解 釈 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 「 同 一 性 」 又 は 「 相 同 性 」 と い う 語 は 、 候 補 配 列 に お い て 比 較 対 象 と な る 対 応 配 列 の 残
基 と 同 一 で あ る ア ミ ノ 酸 配 列 の 百 分 率 を 意 味 し て お り 、 両 者 の 比 較 は 必 要 に 応 じ て 候 補 配
列 と 対 応 配 列 と を 整 列 化 し ギ ャ ッ プ を 挿 入 し た 後 に 行 な わ れ 、 完 全 配 列 に 対 す る 最 大 同 一
性 パ ー セ ン ト と し て 得 ら れ 、 い か な る 保 存 的 置 換 も 配 列 同 一 性 の 一 部 と し て は 考 慮 し な い
も の と す る 。 N末 端 又 は C末 端 に お け る 伸 長 又 は 付 加 は 、 同 一 性 又 は 相 同 性 を 低 下 さ せ な い
も の と す る 。 整 列 化 の た め の 方 法 及 び コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム は こ の 分 野 で 周 知 で あ る
。 配 列 同 一 性 は 配 列 解 析 ソ フ ト ウ ェ ア を 用 い て 測 定 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 「 抗 体 」 と い う 語 は 最 も 広 義 の 意 味 で 用 い ら れ 、 特 に モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ 完 全 長 モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 む ） 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 及 び 多 重 特 異 性 抗 体 （ 例 え ば 二 重 特 異 性
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抗 体 ） を 包 含 す る 。 抗 体 （ Ab） 及 び 免 疫 グ ロ ブ リ ン （ Ig） は 同 様 の 構 造 的 特 徴 を 有 す る 糖
タ ン パ ク 質 で あ る 。 抗 体 が 特 定 の 標 的 に 対 す る 結 合 特 異 性 を 示 す の に 対 し 、 免 疫 グ ロ ブ リ
ン は 抗 体 及 び 標 的 特 異 性 を 欠 い た 他 の 抗 体 様 分 子 の 両 方 を 包 含 す る 。 ネ イ テ ィ ブ な 抗 体 及
び 免 疫 グ ロ ブ リ ン は 通 常 約 150,000ダ ル ト ン の ヘ テ ロ 四 量 体 糖 タ ン パ ク 質 で あ り 、 二 つ の
同 一 な 軽 （ L） 鎖 及 び 二 つ の 同 一 な 重 （ H） 鎖 か ら 成 る 。 そ れ ぞ れ の 重 鎖 は 一 方 の 末 端 に 多
数 の 定 常 領 域 が 連 結 し た 可 変 領 域 （ V H ） を 有 す る 。 そ れ ぞ れ の 軽 鎖 は 一 方 の 末 端 に 可 変 領
域 （ V L ） を 、 も う 一 方 の 末 端 に 定 常 領 域 を 有 す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 こ こ で 用 い る 「 抗 ヒ ト IgE抗 体 」 と は 、 高 親 和 性 レ セ プ タ ー Fcε RIへ の IgEの 結 合 を 阻 害
又 は 実 質 的 に 低 下 さ せ る こ と が で き る よ う に ヒ ト IgEに 結 合 す る 抗 体 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 抗 体 の 可 変 領 域 の 文 脈 中 に お け る 「 可 変 」 と い う 語 は 、 可 変 領 域 の あ る 一 部 分 が 抗 体 間
で 大 き く 配 列 が 異 な っ て い て 、 特 定 の 抗 体 そ れ ぞ れ が 特 定 の 標 的 に 対 し て 結 合 及 び 特 異 性
を 発 揮 す る 際 に 用 い ら れ る と い う 事 実 を 言 う 。 し か し な が ら 、 可 変 性 は 抗 体 の 可 変 領 域 に
渡 っ て 均 等 に 分 布 し て い る わ け で は な い 。 可 変 性 は 、 軽 鎖 及 び 重 鎖 可 変 領 域 の 両 方 に お い
て 、 超 可 変 領 域 と し て も 知 ら れ る 相 補 性 決 定 領 域 （ CDR） と 呼 ば れ る 3つ の セ グ メ ン ト に 集
中 し て い る 。 可 変 領 域 の 中 で よ り 高 度 に 保 存 さ れ た 部 分 は フ レ ー ム ワ ー ク （ FR） と 呼 ば れ
る 。 ネ イ テ ィ ブ な 重 鎖 及 び 軽 鎖 の 可 変 領 域 は そ れ ぞ れ 4つ の FR領 域 を 包 含 し 、 該 FRは 主 と
し て β － シ ー ト 立 体 配 置 を 形 成 し 、 ３ つ の CDRで 連 結 さ れ て お り 、 該 CDRは β － シ ー ト 構 造
を 連 結 し 場 合 に よ っ て は そ の 構 造 の 一 部 を 形 作 る ル ー プ を 形 成 す る 。 各 鎖 中 の CDRは FR領
域 に よ っ て 近 接 し た 配 置 と な り 、 他 の 鎖 の CDRと 共 に 抗 体 の 標 的 結 合 部 位 の 形 成 に 寄 与 す
る （ Kabatら を 参 照 ） 。 こ こ で 用 い る 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン ア ミ ノ 酸 残 基 の 番 号 付 け は 、 他 に
断 り が な い 限 り Kabatら の 免 疫 グ ロ ブ リ ン ア ミ ノ 酸 残 基 番 号 付 け シ ス テ ム （ Sequences of 
Proteins of Immunological Interest, National Institute of Health, Bethesda, Md. 
1987） に 基 づ き 行 な う こ と と す る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 「 抗 体 断 片 」 と い う 語 は 、 完 全 長 抗 体 の 一 部 分 、 一 般 に は 標 的 結 合 又 は 可 変 領 域 部 分 を
指 す 。 抗 体 断 片 の 例 と し て 、 Fab, Fab', F(ab') 2 及 び Fv断 片 が 挙 げ ら れ る 。 抗 体 の 「 機 能
性 断 片 又 は 類 似 物 」 と い う 語 句 は 、 完 全 長 抗 体 と 共 通 し た 質 的 生 物 活 性 を 有 す る 化 合 物 の
こ と で あ る 。 例 え ば 、 抗 IgE抗 体 の 機 能 性 断 片 又 は 類 似 物 は 、 そ の よ う な 分 子 が 高 親 和 性
レ セ プ タ ー Fcε RIへ 結 合 す る 能 力 を 有 す る こ と を 妨 げ る 又 は 実 質 的 に そ の 能 力 を 低 下 さ せ
る こ と が で き る よ う に IgE免 疫 グ ロ ブ リ ン に 結 合 で き る も の で あ る 。 こ こ で 抗 体 に 対 し て
用 い る 「 機 能 性 断 片 」 と は 、 Fv, F(ab)及 び F(ab') 2 断 片 の こ と を 言 う 。 「 Fv」 断 片 と は 、
完 全 な 標 的 認 識 及 び 結 合 部 位 を 包 含 す る 最 小 抗 体 断 片 の こ と で あ る 。 こ の 領 域 は 、 1つ の
重 鎖 及 び 1つ の 軽 鎖 の 可 変 領 域 が 強 固 に 非 共 有 結 合 的 に 会 合 し た 二 量 体 （ V H -V L 二 量 体 ） か
ら な る 。 こ の 立 体 配 置 に お い て 、 そ れ ぞ れ の 可 変 領 域 の 3つ の CDRは 相 互 作 用 し 、 V H -V L 二
量 体 の 表 面 上 に 標 的 結 合 部 位 を 規 定 す る 。 6つ の CDRが 共 同 で 抗 体 に 標 的 結 合 特 異 性 を 付 与
す る 。 し か し な が ら 、 単 一 の 可 変 領 域 （ す な わ ち 標 的 に 特 異 的 な 3つ の CDRの み を 含 む 、 Fv
の 半 分 ） で あ っ て も 、 完 全 な 結 合 部 位 よ り 親 和 性 は 劣 る も の の 、 標 的 を 認 識 し 結 合 す る 能
力 を 有 し て い る 。 「 一 本 鎖 Fv」 又 は 「 sFv」 抗 体 断 片 は 抗 体 の V H 及 び V L 領 域 を 包 含 し 、 こ
こ で こ れ ら の 領 域 は 一 本 の ポ リ ペ プ チ ド 鎖 中 に 存 在 す る 。 一 般 に 、 Fvポ リ ペ プ チ ド は 、 V H
領 域 と V L 領 域 と の 間 に ポ リ ペ プ チ ド リ ン カ ー を さ ら に 包 含 し て お り 、 sFvが 標 的 結 合 の た
め に 望 ま し い 構 造 を と る こ と が で き る よ う に な っ て い る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 Fab断 片 は 軽 鎖 の 定 常 領 域 及 び 重 鎖 の 一 つ 目 の 定 常 領 域 （ CH1） を 含 む 。 Fab'断 片 は 、 重
鎖 CH1領 域 の カ ル ボ キ シ 末 端 に 抗 体 ヒ ン ジ 領 域 由 来 の 1又 は 2以 上 の シ ス テ イ ン を 含 む 少 数
の 残 基 が 付 加 さ れ て い る 点 で Fab断 片 と 異 な っ て い る 。 F(ab')断 片 は F(ab') 2 ペ プ シ ン 消 化
産 物 の ヒ ン ジ シ ス テ イ ン に お け る ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 切 断 し て 得 ら れ た 産 物 で あ る 。 抗 体
断 片 の そ の 他 の 化 学 共 役 は 当 業 者 に 公 知 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
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　 こ こ で 用 い る 「 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 」 と い う 語 は 、 実 質 的 に 均 質 な 抗 体 集 団 か ら 得 ら れ
た 抗 体 、 す な わ ち 、 集 団 中 の 個 々 の 抗 体 が 微 量 に 存 在 し う る 自 然 突 然 変 異 を 除 き 同 一 で あ
る 抗 体 を 言 う 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 特 異 性 が 高 く 、 単 一 の 標 的 部 位 に 結 合 す る 。 そ の 上
、 異 な る 決 定 基 （ エ ピ ト ー プ ） に 結 合 す る 異 な る 抗 体 を 典 型 的 に 含 む 従 来 の （ ポ リ ク ロ ー
ナ ル ） 抗 体 試 料 と は 対 照 的 に 、 そ れ ぞ れ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 標 的 上 の 単 一 の 決 定 基 に
結 合 す る 。 そ の 特 異 性 に 加 え 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 培 養 に よ っ て 他 の
免 疫 グ ロ ブ リ ン が 混 入 し な い よ う に 合 成 す る こ と が で き る と い う 点 で 有 利 で あ る 。 修 飾 語
「 モ ノ ク ロ ー ナ ル 」 と は 、 実 質 的 に 均 質 な 抗 体 集 団 か ら 得 ら れ た 抗 体 の 性 状 を 示 し 、 な ん
ら か の 特 定 の 方 法 に よ っ て 抗 体 を 生 産 さ れ る こ と が 必 要 で あ る と 解 釈 さ れ る も の で は な い
。 例 え ば 、 本 発 明 で 用 い ら れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 周 知 技 術 を 用 い て フ ァ ー ジ 抗 体 ラ
イ ブ ラ リ ー か ら 単 離 さ れ 得 る 。 本 発 明 で 用 い ら れ る 親 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 Kohler及 び
Milstein, Nature 256, 495 (1975)に よ り 初 め て 示 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 法 に よ り 、 又 は
組 換 え 法 に よ り 作 製 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 非 ヒ ト （ 例 え ば マ ウ ス ） 抗 体 の 「 ヒ ト 化 」 形 態 は 、 非 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン か ら 誘 導 さ れ
た 最 小 配 列 を 含 む 、 キ メ ラ 免 疫 グ ロ ブ リ ン 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 鎖 、 又 は そ の 断 片 （ 例 え ば Fv
, Fab, Fab', F(ab')2 又 は 抗 体 の 他 の 標 的 結 合 サ ブ 配 列 ） で あ る 。 一 般 に 、 ヒ ト 化 抗 体 は
少 な く と も 1つ 、 典 型 的 に は 2つ の 可 変 領 域 の 実 質 的 に 全 て を 包 含 し 、 そ の 中 に お い て 全 て
又 は 実 質 的 に 全 て の CDR領 域 は 非 ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン の CDR領 域 に 相 当 し 、 全 て 又 は 実 質 的
に 全 て の FR領 域 は ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン コ ン セ ン サ ス 配 列 の FR領 域 と な っ て い る 。 ヒ ト 化 抗
体 は ま た 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 定 常 領 域 （ Fc） の 、 典 型 的 に は 選 択 さ れ た ヒ ト 免 疫 グ ロ ブ リ ン
鋳 型 の Fcの 少 な く と も 一 部 分 も 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 「 細 胞 」 、 「 セ ル ラ イ ン 」 及 び 「 細 胞 培 養 物 」 と い う 語 は 後 代 を 包 含 す る 。 意 図 的 な 又
は 偶 発 的 な 変 異 の た め に 、 全 て の 後 代 は DNAの 内 容 が 完 全 に 同 一 で は な く な り 得 る と い う
こ と も 知 ら れ て い る 。 当 初 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 に お い て 選 抜 さ れ た も の と 同 様 の 機 能 又 は
生 物 特 性 を 有 す る 変 異 後 代 が 包 含 さ れ る 。 本 発 明 に お い て 用 い ら れ る 「 宿 主 細 胞 」 は 一 般
的 に 原 核 又 は 真 核 宿 主 で あ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 DNAで の 細 胞 性 生 物 の 「 形 質 転 換 」 は 、 染 色 体 外 要 素 と し て 又 は 染 色 体 中 へ の 挿 入 に よ
っ て 複 製 可 能 と な る よ う に 、 生 物 中 に DNAを 導 入 す る こ と を 意 味 す る 。 DNAで の 細 胞 性 生 物
の 「 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 」 は 、 例 え ば 発 現 ベ ク タ ー の よ う な DNAを 、 い ず れ か の コ ー ド
配 列 が 実 際 に 発 現 し て い る か 否 か に か か わ ら ず 細 胞 又 は 生 物 に 取 り 込 ま せ る こ と を 言 う 。
「 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 宿 主 細 胞 」 及 び 「 形 質 転 換 さ れ た 」 と い う 語 は 、 DNAが 導 入 さ
れ た 細 胞 を 指 す 。 該 細 胞 を 「 宿 主 細 胞 」 と 呼 び 、 原 核 細 胞 で も 真 核 細 胞 で も あ り 得 る 。 典
型 的 な 原 核 宿 主 細 胞 は 大 腸 菌 の 種 々 の 系 統 を 包 含 す る 。 典 型 的 な 真 核 宿 主 細 胞 は 、 チ ャ イ
ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 又 は ヒ ト 由 来 の 細 胞 の よ う な 哺 乳 動 物 細 胞 で あ る 。 導 入 さ れ る DNA
配 列 は 、 宿 主 細 胞 と 同 じ 種 に 由 来 し て も 宿 主 細 胞 と 異 な る 種 に 由 来 し て も よ く 、 又 は い く
つ か の 外 来 DNA及 び い く つ か の 相 同 DNAを 包 含 す る ハ イ ブ リ ッ ド DNA配 列 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 「 ベ ク タ ー 」 と い う 語 は 、 適 当 な 宿 主 中 で DNAの 発 現 に 影 響 し 得 る 適 当 な 制 御 配 列 と 操
作 可 能 な 状 態 で 連 結 し て い る DNA配 列 を 含 む DNA構 築 物 を 意 味 す る 。 そ の よ う な 制 御 配 列 は
、 転 写 を も た ら す プ ロ モ ー タ ー 、 転 写 を 調 節 す る 任 意 の オ ペ レ ー タ ー 配 列 、 適 切 な mRNAリ
ボ ソ ー ム 結 合 部 位 を コ ー ド す る 配 列 、 並 び に 転 写 及 び 翻 訳 の 終 止 を 制 御 す る 配 列 を 包 含 す
る 。 ベ ク タ ー は プ ラ ス ミ ド 、 フ ァ ー ジ 粒 子 、 又 は 単 な る 潜 在 的 ゲ ノ ム 挿 入 で あ り 得 る 。 ひ
と た び 適 切 な 宿 主 中 に 形 質 転 換 さ れ る と 、 ベ ク タ ー は 宿 主 ゲ ノ ム と は 独 立 し て 複 製 及 び 機
能 し 得 、 又 は ゲ ノ ム 自 体 に 組 み 込 ま れ る 場 合 も あ り 得 る 。 プ ラ ス ミ ド は ベ ク タ ー の 最 も 一
般 的 に 用 い ら れ る 形 態 で あ る の で 、 本 明 細 書 に お い て 時 々 「 プ ラ ス ミ ド 」 及 び 「 ベ ク タ ー
」 を 同 義 的 に 用 い る 。 し か し な が ら 本 発 明 は 、 均 等 な 機 能 を 発 揮 す る 、 現 在 公 知 の 又 は 将
来 的 に 公 知 と な る 他 の 形 態 の ベ ク タ ー を も 包 含 す る 。
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【 ０ ０ ３ ３ 】
　 発 現 「 制 御 配 列 」 と は 、 操 作 可 能 な 状 態 で 連 結 さ れ た コ ー ド 配 列 を 特 定 の 宿 主 生 物 中 で
発 現 す る た め に 必 要 と さ れ る DNA配 列 の こ と を 言 う 。 例 え ば 、 原 核 生 物 に 適 し た 制 御 配 列
は 、 プ ロ モ ー タ ー 、 任 意 で オ ペ レ ー タ ー 配 列 、 及 び リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 を 包 含 す る 。 真 核
細 胞 は プ ロ モ ー タ ー 、 ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル 、 及 び エ ン ハ ン サ ー を 使 用 す る こ と が 知 ら
れ て い る 。 ポ リ ペ プ チ ド の 分 泌 に 関 与 す る タ ン パ ク 質 前 駆 体 と し て 発 現 さ れ る 場 合 に は 、
シ グ ナ ル ペ プ チ ド 又 は 分 泌 リ ー ダ ー の た め の DNAが ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る DNAと 操 作 可
能 な 状 態 で 連 結 さ れ 得 ； 配 列 の 転 写 に 影 響 す る 場 合 に は プ ロ モ ー タ ー 若 し く は エ ン ハ ン サ
ー が 操 作 可 能 な 状 態 で コ ー ド 配 列 に 連 結 さ れ ； 又 は 配 列 の 転 写 に 影 響 す る 場 合 に は リ ボ ソ
ー ム 結 合 部 位 が 操 作 可 能 な 状 態 で コ ー ド 配 列 に 連 結 さ れ ； あ る い は リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 が
翻 訳 を 促 進 で き る よ う に 配 置 さ れ る 場 合 に は リ ボ ソ ー ム 結 合 部 位 が 操 作 可 能 な 状 態 で コ ー
ド 配 列 に 連 結 さ れ る 。 一 般 に 、 「 操 作 可 能 な 状 態 で 連 結 」 と は 、 連 結 さ れ る DNA配 列 が 隣
接 し て い る こ と 、 分 泌 リ ー ダ ー の 場 合 に は 隣 接 し 且 つ 同 じ 読 み 枠 内 で あ る と い う こ と を 意
味 す る 。 し か し な が ら 、 エ ン ハ ン サ ー は 隣 接 し て い る 必 要 は な い 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 治 療 対 象 の 「 哺 乳 動 物 」 と は 、 哺 乳 動 物 に 分 類 さ れ る い ず れ の 動 物 を も 指 し 、 ヒ ト 、 家
畜 、 ヒ ト 以 外 の 霊 長 類 、 及 び イ ヌ 、 ウ マ 、 ネ コ 、 ウ シ な ど の よ う な 、 動 物 園 、 ス ポ ー ツ 若
し く は ペ ッ ト 用 の 動 物 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 「 エ ピ ト ー プ タ グ し た 」 と い う 語 は 、 こ こ で ポ リ ペ プ チ ド と 関 連 し て 用 い ら れ る 場 合 に
は 、 「 エ ピ ト ー プ タ グ 」 に 融 合 さ せ た ポ リ ペ プ チ ド を 指 す 。 エ ピ ト ー プ タ グ ポ リ ペ プ チ ド
は 、 そ れ に 対 す る 抗 体 を 作 製 す る こ と が で き る エ ピ ト ー プ を 提 供 し 得 る 十 分 な 残 基 を 有 し
、 さ ら に ポ リ ペ プ チ ド の 活 性 に 干 渉 す る こ と が な い よ う に 十 分 に 短 い も の で あ る 。 エ ピ ト
ー プ タ グ は ま た 、 好 ま し く は 抗 体 が 他 の エ ピ ト ー プ と 実 質 的 に 交 差 反 応 す る こ と が な い よ
う に か な り 独 特 の も の で あ る 。 好 適 な タ グ ポ リ ペ プ チ ド は 、 一 般 的 に 少 な く と も 6ア ミ ノ
酸 残 基 を 有 し 、 通 常 約 8～ 50ア ミ ノ 酸 残 基 （ 好 ま し く は 9～ 30残 基 ） で あ る 。 例 え ば 、 flu 
HA タ グ ポ リ ペ プ チ ド 及 び そ れ の 抗 体 12CA5 (Field et al, Mol Cell. Biol. 8: 2159-216
5 (1988))); c-mycタ グ 並 び に 8F9, 3C7, 6E10, G4, B7及 び 9E10抗 体  (Evan et al., Mol 
Cell. Biol. 5(12): 3610-3616 (1985)); 及 び 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 糖 タ ン パ ク D (gD) 
タ グ 及 び そ れ の 抗 体 (Paborsky et al., Protein Engineering 3(6): 547-553 (1990)) な
ど が あ る 。 あ る 具 体 例 で は 、 該 エ ピ ト ー プ タ グ は 、 イ ン ビ ボ で IgG分 子 の 血 清 中 の 半 減 期
を 延 長 す る こ と に 関 与 す る 、 IgG分 子 （ 例 え ば IgG1, IgG2, IgG3又 は IgG4） の Fc領 域 の エ
ピ ト ー プ で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 こ こ で 用 い る 「 標 識 」 と い う 語 は 、 例 え ば 抗 体 の よ う な 分 子 又 は タ ン パ ク 質 に 直 接 又 は
間 接 的 に 結 合 さ せ る こ と が で き る 、 検 出 可 能 な 化 合 物 又 は 組 成 物 を 指 す 。 標 識 は そ れ 自 体
が 検 出 可 能 で あ り 得 （ 例 え ば 放 射 性 標 識 又 は 蛍 光 標 識 ） 、 又 は 酵 素 標 識 の 場 合 に は 基 質 化
合 物 又 は 組 成 物 の 検 出 可 能 な 化 学 変 化 を 触 媒 し 得 る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 こ こ で 用 い ら れ る 「 固 相 」 と は 、 本 発 明 の 抗 体 を 付 着 さ せ る こ と が で き る 非 水 性 の マ ト
リ ッ ク ス を 意 味 す る 。 こ こ で 包 含 さ れ る 固 相 の 例 に は 、 部 分 的 に 又 は 全 体 が ガ ラ ス （ 例 え
ば 制 御 さ れ た 多 孔 性 ガ ラ ス （ controlled pore glass） ） 、 多 糖 類 （ 例 え ば ア ガ ロ ー ス ）
、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 、 ポ リ ス チ レ ン 、 ポ リ ビ ニ ル ア ル コ ー ル 及 び シ リ コ ー ン で 形 成 さ れ
る 固 相 が 包 含 さ れ る 。 あ る 具 体 例 で は 、 文 脈 に 応 じ て 、 固 相 は ア ッ セ イ プ レ ー ト の ウ ェ ル
を 包 含 し ； ま た 別 の 例 で は 精 製 カ ラ ム （ 例 え ば ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー カ ラ ム
） を 指 す 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 こ こ で 用 い ら れ る 「 IgE媒 介 疾 患 」 と い う 語 は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン IgEの 過 剰 生 産 及 び ／ 又
は IgEへ の 過 敏 反 応 に よ り 特 徴 付 け ら れ る 状 態 又 は 疾 病 を 意 味 す る 。 特 に 、 例 え ば ： 喘 息
、 ア レ ル ギ ー 性 鼻 炎 及 び 結 膜 炎 （ 枯 草 熱 ） 、 湿 疹 、 蕁 麻 疹 、 ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 、 並 び に 食
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物 ア レ ル ギ ー を 含 む 、 ア ナ フ ィ ラ キ シ ー 性 過 敏 反 応 又 は ア ト ピ ー 性 ア レ ル ギ ー に 関 連 す る
状 態 を 包 含 す る も の と 解 釈 さ れ る 。 例 え ば 蜂 刺 傷 、 蛇 咬 傷 、 食 物 又 は 薬 品 に よ り 引 き 起 こ
さ れ る ア ナ フ ィ ラ キ シ ー シ ョ ッ ク の 重 篤 な 生 理 状 態 も ま た こ の 語 の 範 疇 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
抗 体 の 生 成
　 起 点 と な る 又 は 「 親 」 抗 体 は 、 こ の 分 野 に お い て 利 用 可 能 な そ の よ う な 抗 体 を 作 製 す る
た め の 技 術 を 用 い て 調 製 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 技 術 は 周 知 で あ る 。 出 発 抗 体 を 作 製
す る た め の 典 型 的 な 方 法 は 後 段 に お い て よ り 詳 細 に 記 載 す る 。 こ れ ら の 記 載 は 親 抗 体 を 作
製 又 は 選 択 す る た め の 可 能 な 代 替 技 術 で あ っ て 、 そ の よ う な 分 子 を 生 成 す る 方 法 を 限 定 す
る も の で は な い 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 抗 体 の 結 合 親 和 性 は 本 発 明 の 高 親 和 性 抗 体 の 生 成 に 先 行 し て 測 定 さ れ る 。 抗 体 は ま た 、
例 え ば 治 療 上 の 効 果 を 評 価 す る た め に 、 そ れ 以 外 の 生 物 活 性 ア ッ セ イ に も 付 す こ と が で き
る 。 そ の よ う な ア ッ セ イ は 当 業 者 に 公 知 で あ り 、 標 的 及 び 抗 体 の 意 図 す る 用 途 に 依 存 す る
。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 特 定 の エ ピ ト ー プ に 結 合 す る 抗 体 （ 例 え ば 高 親 和 性 レ セ プ タ ー へ の IgEの 結 合 を 阻 害 す
る 抗 体 ） を 選 抜 す る た め 、 "Antibodies: A Laboratory Manual" (Cold Spring Harbor La
boratory, Ed Harlow and David Lane (1988))に 記 載 さ れ て い る よ う な ル ー チ ン な 交 差 阻
害 ア ッ セ イ を 行 な う こ と が で き る 。 あ る い は 、 抗 体 が 目 的 の エ ピ ト ー プ と 結 合 す る 部 位 を
決 定 す る た め に エ ピ ト ー プ マ ッ ピ ン グ を 行 な う こ と が で き る 。 任 意 で 、 抗 体 を 作 製 す る た
め に 用 い ら れ る 標 的 の 相 同 物 に 対 す る 抗 体 の 結 合 親 和 性 （ 相 同 物 が 異 な る 種 に 由 来 す る 場
合 ） は 、 こ の 分 野 で 公 知 の 技 術 を 用 い て 評 価 し 得 る 。 1つ の 具 体 例 に お い て 、 他 の 種 と は
、 前 臨 床 研 究 に お い て 抗 体 を 投 与 さ れ る 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 で あ る 。 従 っ て 、 そ の 種 と は ア カ
ゲ ザ ル 、 カ ニ ク イ ザ ル 、 ヒ ヒ 、 チ ン パ ン ジ ー 及 び マ カ ク の よ う な 非 ヒ ト 霊 長 類 で あ る 。 他
の 具 体 例 で は 、 そ の 種 と は 例 え ば げ っ 歯 類 、 ネ コ 又 は イ ヌ で あ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 親 抗 体 は 、 本 発 明 に 基 づ き 、 親 抗 体 よ り も 高 い 又 は 強 い 標 的 結 合 親 和 性 を 有 す る 抗 体 を
作 製 す る た め に 改 変 さ れ る 。 得 ら れ る 高 親 和 性 抗 体 は 好 ま し く は 、 親 抗 体 の 標 的 へ の 結 合
親 和 性 よ り も 少 な く と も 約 10倍 、 又 は 少 な く と も 約 20倍 、 又 は 少 な く と も 約 500倍 あ る い
は 1000か ら 5000倍 高 い 標 的 結 合 親 和 性 を 有 す る 。 必 要 と さ れ る 又 は 望 ま し い 結 合 親 和 性 の
向 上 の 度 合 い は 、 親 抗 体 の 当 初 の 結 合 親 和 性 に 依 存 す る だ ろ う 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 一 般 に 、 親 抗 体 か ら 高 親 和 性 抗 体 を 作 製 す る た め の 方 法 は 、 以 下 の 工 程 を 包 含 す る ：
【 ０ ０ ４ ４ 】
1.　 目 的 の 標 的 と 結 合 し 、 重 鎖 及 び 軽 鎖 可 変 領 域 を 有 す る 親 抗 体 を 得 る 又 は 選 択 す る 。 こ
れ は 伝 統 的 な ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ 技 術 、 又 は 標 的 特 異 的 抗 体 を 作
製 す る そ の 他 の 方 法 に よ り 行 な わ れ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
2.　 親 の フ レ ー ム ワ ー ク と 近 い 配 列 を 有 す る フ レ ー ム ワ ー ク 配 列 、 好 ま し く は ヒ ト 鋳 型 配
列 を 選 択 す る 。 該 鋳 型 は 例 え ば そ の 全 長 が 同 程 度 で あ る こ と 、 CDRの 大 き さ 、 フ レ ー ム ワ
ー ク と CDRと の 間 の 接 続 部 に 位 置 す る ア ミ ノ 酸 残 基 、 全 体 的 な 相 同 性 な ど に 基 づ い て 選 択
さ れ 得 る 。 選 択 さ れ る 鋳 型 は 1以 上 の 配 列 の 混 合 物 で あ っ て も よ く 、 又 は コ ン セ ン サ ス 鋳
型 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
3.　 そ れ ぞ れ の 及 び 全 て の 可 能 な CDR部 位 に お い て ラ ン ダ ム な ア ミ ノ 酸 置 換 を 作 製 す る こ
と に よ り 、 ク ロ ー ン の ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 す る 。 ヒ ト フ レ ー ム ワ ー ク 鋳 型 中 の 、 例 え ば CD
Rと 隣 接 す る 又 は 結 合 や 折 り 畳 み に 影 響 し う る ア ミ ノ 酸 を 、 全 て の 可 能 な ア ミ ノ 酸 に ラ ン
ダ ム に 置 換 し 、 フ レ ー ム ワ ー ク 置 換 ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 し て も よ い 。 こ れ ら の フ レ ー ム ワ
ー ク 置 換 に つ い て 、 標 的 へ の 結 合 及 び 抗 体 の 折 り 畳 み に 対 す る そ れ ら の 潜 在 効 果 を 評 価 す
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る こ と が で き る 。 フ レ ー ム ワ ー ク 中 の ア ミ ノ 酸 置 換 は 、 CDR中 の ア ミ ノ 酸 置 換 と 同 時 に 又
は 逐 次 的 に 行 な わ れ 得 る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 合 成 に よ る 変 異 体 ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 す る
た め の 1つ の 方 法 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
4.　 工 程 （ 3） で 作 製 さ れ た 重 鎖 及 び ／ 又 は 軽 鎖 変 異 体 を 包 含 す る 発 現 ベ ク タ ー を 構 築 す
る 。 該 ベ ク タ ー は 化 学 式 ： FRH1-CDRH1-FRH2-CDRH2-FRH3-CDRH3-FRH4(I) 及 び FRL1-CDRL1F
RL2-CDRL2-FRL3-CDRL3-FRL4 (II)を 包 含 し 得 、 こ こ で FRL1, FRL2, FRL3, FRL4, FRH1, FR
H2, FRH3及 び FRH4は 工 程 3で 選 び 出 さ れ た フ レ ー ム ワ ー ク 鋳 型 軽 鎖 及 び 重 鎖 配 列 の 変 異 を
表 し 、 CDRは 親 抗 体 CDRの 変 異 CDRを 表 す 。 こ の よ う な 軽 鎖 及 び 重 鎖 配 列 を 含 む ベ ク タ ー の
例 を 図 1に 示 す 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
5.　 特 定 の 標 的 に 対 し て ク ロ ー ン ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ し 、 標 的 に 結 合 す る ク ロ
ー ン か ら 結 合 親 和 性 が 向 上 し た も の を 選 抜 す る 。 親 分 子 よ り も 大 き い 親 和 力 で 結 合 す る ク
ロ ー ン が 選 択 さ れ 得 る 。 最 適 な 高 親 和 性 候 補 は 、 親 抗 体 と 比 較 し て 考 え 得 る 最 大 の 結 合 親
和 性 を 有 し 、 好 ま し く は 20倍 、 100倍 、 1000倍 又 は 5000倍 を 超 え る 結 合 親 和 性 を 有 す る 。
選 ば れ た 変 形 例 が 、 グ リ コ シ レ ー シ ョ ン 部 位 又 は 免 疫 原 性 部 位 中 に 導 入 さ れ た よ う な 望 ま
し く な い ア ミ ノ 酸 を 含 ん で い る 場 合 は 、 そ の よ う な ア ミ ノ 酸 を よ り 有 益 な ア ミ ノ 酸 残 基 に
置 換 し 、 結 合 親 和 性 を 評 価 し 直 し て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 こ の 方 法 を 用 い て 、 完 全 に ヒ ト の 親 抗 体 か ら CDR領 域 の み を ラ ン ダ ム に 置 換 し 、 ヒ ト フ
レ ー ム ワ ー ク 領 域 を 無 傷 の 状 態 で 残 し て 高 親 和 性 抗 体 を 作 製 し て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 改 良 さ れ た 高 処 理 ス ク リ ー ニ ン グ 技 術 お よ び 図 1に 示 し た よ う な ベ ク タ ー に よ っ て 、 当
業 者 は 任 意 の CDR及 び ／ 又 は フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 中 の 全 部 位 に お け る 置 換 の 網 羅 的 な ラ イ
ブ ラ リ ー を 迅 速 且 つ 効 率 的 に ス ク リ ー ニ ン グ で き る 。 全 部 位 の 全 て の ア ミ ノ 酸 を 同 時 に ラ
ン ダ ム 置 換 す る こ と で 、 例 え ば 相 乗 作 用 に 起 因 す る よ う な 、 個 別 的 な 置 換 に よ っ て は 予 期
又 は 同 定 し 得 な い 、 顕 著 に 親 和 性 を 増 大 す る 可 能 性 の あ る 組 み 合 わ せ を 選 抜 す る こ と が 可
能 と な る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
親 抗 体 の 調 製
A.　 標 的 の 調 製
　 可 溶 性 の 標 的 又 は そ の 断 片 を 、 抗 体 を 作 製 す る た め の 免 疫 原 と し て 用 い る こ と が で き る
。 抗 体 は 目 的 の 標 的 に 対 し て 作 製 さ れ る 。 好 ま し く は 、 該 標 的 は 生 物 学 的 に 重 要 な ポ リ ペ
プ チ ド で あ り 、 疾 病 又 は 不 調 に 悩 ま さ れ る 哺 乳 動 物 に 該 抗 体 を 投 与 す る こ と で そ の 哺 乳 動
物 に 治 療 効 果 を も た ら す こ と が で き る 。 し か し な が ら 、 抗 体 は 非 ポ リ ペ プ チ ド 性 の 標 的 に
対 し て も 作 製 さ れ 得 る 。 標 的 が ポ リ ペ プ チ ド で あ れ ば 、 膜 貫 通 分 子 （ 例 え ば レ セ プ タ ー ）
又 は 成 長 因 子 の よ う な リ ガ ン ド で あ り 得 る 。 本 発 明 の 標 的 の 1つ は IgEで あ る 。 細 胞 全 体 を
抗 体 作 製 の た め の 免 疫 原 と し て 用 い る こ と も で き る 。 標 的 は 組 換 え に よ り 又 は 合 成 的 方 法
を 用 い て 生 産 し て も よ い 。 標 的 は ま た 天 然 源 か ら も 単 離 し 得 る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 レ セ プ タ ー の よ う な 膜 貫 通 分 子 に 関 し て は 、 そ れ ら の 断 片 （ 例 え ば レ セ プ タ ー の 細 胞 外
領 域 ） を 免 疫 原 と し て 用 い る こ と が で き る 。 あ る い は 、 膜 貫 通 分 子 を 発 現 す る 細 胞 を 免 疫
原 と し て 用 い る こ と が で き る 。 そ の よ う な 細 胞 は 天 然 源 （ 例 え ば マ ス ト セ ル ラ イ ン ） か ら
誘 導 す る こ と が で き 、 又 は 組 換 え 技 術 に よ り 膜 貫 通 分 子 を 発 現 す る よ う に 形 質 転 換 さ れ た
細 胞 で も よ い 。 抗 体 調 製 の た め に 有 用 な そ の 他 の 標 的 及 び そ の 形 態 は 当 業 者 に 明 ら か と な
る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
B.　 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体
　 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 通 常 、 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 に お い て 適 切 な 標 的 を ア ジ ュ バ ン ト と 組 合
わ せ て 多 重 に 皮 下 （ sc） 又 は 腹 腔 内 （ ip） 注 射 す る こ と に よ り 作 製 さ れ る 。 関 連 す る 標 的
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を 、 例 え ば キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ヘ モ シ ニ ア ン の よ う な 、 免 疫 対 象 の 動 物 種 に お い て 免 疫
原 性 の あ る タ ン パ ク 質 と 結 合 さ せ る こ と が 有 用 で あ り 得 る 。 免 疫 応 答 を 誘 発 で き る 多 く の
物 質 が こ の 分 野 に お い て 周 知 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 動 物 は 、 タ ン パ ク 質 又 は 結 合 体 （ そ れ ぞ れ ウ サ ギ 又 は マ ウ ス に 対 し て ） を フ ロ イ ン ド の
完 全 ア ジ ュ バ ン ト と 組 み 合 わ せ て そ の 溶 液 を 皮 内 注 射 す る こ と に よ り 、 標 的 、 免 疫 原 性 結
合 体 、 又 は 誘 導 体 に 対 し て 免 疫 さ れ る 。 1ヵ 月 後 、 フ ロ イ ン ド の 完 全 ア ジ ュ バ ン ト 中 に 当
初 の 1／ 5～ 1／ 10量 で 含 ま れ る ペ プ チ ド 又 は 結 合 体 で 複 数 部 位 を 皮 下 注 射 す る こ と に よ り
、 該 動 物 を 追 加 免 疫 す る 。 7～ 14日 後 、 動 物 か ら 採 血 し 血 清 の 抗 体 力 価 に つ い て 検 定 す る
。 力 価 が プ ラ ト ー に 達 す る ま で 動 物 を 追 加 免 疫 す る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 選 択 さ れ た 哺 乳 動 物 の 抗 体 は 、 通 常 は 標 的 に 対 し 十 分 に 強 い 結 合 親 和 性 を 有 し て い る 。
例 え ば 、 抗 体 は 約 1 x 10 - 8  Mの 結 合 親 和 性 （ Kd） 値 で ヒ ト 抗 IgE標 的 に 結 合 し う る 。 抗 体
親 和 性 は 飽 和 結 合 法 ； 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 検 定 法 （ ELISA） ； 及 び 競 合 ア ッ セ イ （ 例 え ば 放
射 免 疫 ア ッ セ イ ） に よ っ て 決 定 さ れ う る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 目 的 の 標 的 に 結 合 す る 抗 体 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め 、 Antibodies, A Laboratory Man
ual, Cold Spring Harbor Laboratory, Ed Harlow and David Lane (1988) に 記 載 さ れ て
い る よ う な ル ー チ ン な 架 橋 ア ッ セ イ を 行 な う こ と が で き る 。 あ る い は 、 結 合 を 測 定 す る た
め 、 例 え ば Champe, et al. J. Biol. Chem. 270: 1388-1394 (1995) に 記 載 さ れ て い る よ
う な エ ピ ト ー プ マ ッ ピ ン グ を 行 な う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
C.　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と は 、 単 一 の 抗 原 部 位 を 認 識 す る 抗 体 で あ る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
は 、 そ の 均 一 な 特 異 性 に よ り 、 通 常 種 々 の 異 な る 抗 原 部 位 を 認 識 す る 抗 体 を 包 含 す る ポ リ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 よ り も は る か に 有 用 と な っ て い る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 Kohler et al
., Nature, 256: 495 (1975) に よ り 初 め て 記 載 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 法 を 用 い る こ と に
よ り 、 又 は 組 換 え DNA法 に よ り 作 製 し 得 る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 ハ イ ブ リ ド ー マ 法 で は 、 マ ウ ス 又 は げ っ 歯 類 の よ う な そ の 他 の 好 適 な 宿 主 動 物 を こ こ で
上 記 し た よ う に 免 疫 し 、 免 疫 化 に 用 い た タ ン パ ク 質 に 特 異 的 に 結 合 す る で あ ろ う 抗 体 を 生
産 す る 又 は 生 産 し 得 る リ ン パ 球 を 誘 起 す る 。 あ る い は 、 リ ン パ 球 は イ ン ビ ト ロ で 免 疫 さ れ
得 る 。 次 い で リ ン パ 球 を 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル の よ う な 適 当 な 融 合 剤 を 用 い て ミ エ ロ
ー マ 細 胞 と 融 合 さ せ 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 形 成 さ せ る （ Goding, Monoclonal Antibodie
s: Principals and Practice, pp. 590-103 (Academic Press,1986)） 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 こ の よ う に 調 製 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 、 融 合 し な か っ た 親 ミ エ ロ ー マ 細 胞 の 増 殖
又 は 生 存 を 阻 害 す る 1又 は 2以 上 の 物 質 を 好 ま し く 含 む 適 切 な 培 地 中 に 植 え て 増 殖 さ せ る 。
例 え ば 、 親 ミ エ ロ ー マ 細 胞 が ヒ ポ キ サ ン チ ン グ ア ニ ン ホ ス フ ォ リ ボ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー
ゼ （ HGPRT又 は HPRT） 酵 素 を 欠 失 し て い る 場 合 に は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ の た め の 培 地 は 典 型
的 に は 、 HGPRT欠 損 細 胞 の 増 殖 を 防 止 す る 物 質 で あ る ヒ ポ キ サ ン チ ン 、 ア ミ ノ プ テ リ ン 及
び チ ミ ジ ン を 含 む （ HAT培 地 ） で あ ろ う 。 好 ま し い ミ エ ロ ー マ 細 胞 は 、 効 率 的 に 融 合 し 、
選 択 さ れ た 抗 体 生 産 細 胞 に よ る 安 定 し た 高 レ ベ ル の 抗 体 生 産 を 支 持 し 、 HAT培 地 の よ う な
培 地 に 感 受 性 で あ る も の で あ る 。 ヒ ト モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 生 産 に 関 し て 、 ヒ ト ミ エ ロ ー
マ 及 び マ ウ ス ‐ ヒ ト へ テ ロ ミ エ ロ ー マ セ ル ラ イ ン が 記 載 さ れ て い る （ Kozbar, J. Immunol
. 133: 3001 (1984); Brodeur et al., Monoclonal Antibody Production Techniques an
d Applications, pp. 51-63 (Marcel Dekker, Inc., New York, 1987)） 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 所 望 の 特 異 性 、 親 和 性 、 及 び ／ 又 は 活 性 を 有 す る 抗 体 を 生 産 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を
同 定 し た 後 、 該 ク ロ ー ン を 限 界 希 釈 法 に よ り サ ブ ク ロ ー ン し 、 常 法 に よ り 増 殖 さ せ る こ と
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が で き る (Goding, Monoclonal Antibodies: Principals and Practice, pp. 59-103, Aca
demic Press, 1986))。 こ の 目 的 の た め の 適 当 な 培 地 は 包 含 す る 。 サ ブ ク ロ ー ン に よ り 分
泌 さ れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 例 え ば プ ロ テ イ ン Ａ ‐ セ フ ァ ロ ー ス 、 ヒ ド ロ キ シ ア パ タ
イ ト ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ゲ ル 電 気 泳 動 、 透 析 又 は ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー の
よ う な 従 来 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 精 製 方 法 に よ り 培 養 培 地 か ら 適 切 に 分 離 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を コ ー ド す る DNAは 、 従 来 法 を 用 い て （ 例 え ば モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
の 重 鎖 及 び 軽 鎖 を コ ー ド す る 遺 伝 子 に 特 異 的 に 結 合 し 得 る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を
用 い る こ と に よ り ） 容 易 に 同 定 及 び 配 列 決 定 さ れ る 。 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 は そ の よ う な DN
Aの 供 給 源 と し て 機 能 す る 。 一 旦 同 定 す れ ば 、 該 DNAを 発 現 ベ ク タ ー 中 に 入 れ る こ と が で き
、 該 ベ ク タ ー は 次 い で 、 大 腸 菌 細 胞 、 NS0細 胞 、 チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 （ CHO） 細 胞
又 は ミ エ ロ ー マ 細 胞 の よ う な 宿 主 細 胞 中 に 導 入 さ れ 、 該 組 換 え 宿 主 細 胞 中 で モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 が 合 成 さ れ る 。 該 DNAは ま た 、 例 え ば ヒ ト 重 鎖 及 び 軽 鎖 定 常 領 域 を 相 同 な マ ウ ス 配
列 の 位 置 に 置 換 す る こ と に よ り (米 国 特 許 第 4,816,567号 ; Morrison et al., Proc. Natl 
Acad. Sci. USA 81: 6851 (1984))、 又 は 免 疫 グ ロ ブ リ ン ポ リ ペ プ チ ド に 共 有 結 合 的 に 連
結 さ せ る こ と に よ り 、 修 飾 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
D.　 ヒ ト 化 抗 体
　 ヒ ト 化 は 、 無 傷 の ヒ ト 可 変 領 域 よ り も 実 質 的 に 少 な い 部 分 が 非 ヒ ト 種 由 来 の 相 当 す る 配
列 で 置 換 さ れ て い る キ メ ラ 抗 体 を 作 製 す る た め の 技 術 で あ る 。 ヒ ト 化 抗 体 は 、 非 ヒ ト 供 給
源 か ら 導 入 さ れ た 1又 は 2以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 を 有 す る 。 こ れ ら の 非 ヒ ト ア ミ ノ 酸 残 基 は し
ば し ば 「 イ ン ポ ー ト 」 残 基 と 言 わ れ 、 典 型 的 に は 「 イ ン ポ ー ト 」 可 変 領 域 由 来 で あ る 。 ヒ
ト 化 は 基 本 的 に は Winter及 び 共 同 実 験 者 （ Jones et al, Nature 321: 522-525 (1986); R
iechman et al., Nature 332: 323-327 (1988); Verhoeyens et al., Science 239: 1534
-1536 (1988)） の 方 法 に 倣 っ て 、 非 ヒ ト CDR又 は CDR配 列 を ヒ ト 抗 体 中 の 相 当 す る 配 列 と 置
換 す る こ と に よ り 行 な わ れ 得 る （ 例 え ば 米 国 特 許 第 4,816,567号 を 参 照 ） 。 本 発 明 で 実 施
し た 通 り 、 ヒ ト 化 抗 体 は マ ウ ス 抗 体 中 の 相 同 部 位 由 来 の 残 基 で 置 換 さ れ た い く つ か の CDR
残 基 及 び い く つ か の FR残 基 を 有 し 得 る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 ヒ ト 化 抗 体 の 作 製 に 用 い る た め の 軽 鎖 及 び 重 鎖 両 方 の ヒ ト 可 変 領 域 の 選 択 は 、 抗 原 性 を
減 少 さ せ る た め に 大 変 重 要 で あ る 。 い わ ゆ る 「 最 良 適 合 (best fit)」 法 で は 、 非 ヒ ト 抗 体
の 可 変 領 域 の 配 列 を 公 知 の ヒ ト 可 変 領 域 配 列 の ラ イ ブ ラ リ ー と 比 較 す る 。 非 ヒ ト 親 抗 体 の
配 列 と 最 も 近 い ヒ ト 配 列 を 次 い で 、 ヒ ト 化 抗 体 の た め の ヒ ト フ レ ー ム ワ ー ク と し て 利 用 す
る （ Sims et al., J. Immunol. 151: 2296 (1993); Chothia et al., J. Mol. Biol. 196
: 901 (1987)） 。 他 の 方 法 で は 、 軽 鎖 又 は 重 鎖 の 特 定 の サ ブ グ ル ー プ の 全 て の ヒ ト 抗 体 の
コ ン セ ン サ ス 配 列 か ら 誘 導 さ れ た 、 特 殊 な フ レ ー ム ワ ー ク を 用 い る 。 同 様 の フ レ ー ム ワ ー
ク は 、 数 種 の 異 な る ヒ ト 化 抗 体 に 用 い ら れ 得 る （ Carter et al., Proc. Natl. Acad. Sci
. USA, 89: 4285 (1992); Presta et al., J. Immunol. 151:2623 (1993)） 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
E.　 抗 体 断 片
　 抗 体 断 片 の 生 産 に 関 し て 種 々 の 技 術 が 開 発 さ れ て い る 。 伝 統 的 に は 、 こ れ ら の 断 片 は 無
傷 の 抗 体 の タ ン パ ク 質 分 解 を 経 て 誘 導 さ れ た (例 え ば Morimoto et al., Journal of Bioch
emical and Biophysical Methods 24: 107-117 (1992) and Brennan et al., Science 22
9: 81 (1985)を 参 照 )。 し か し な が ら 、 こ れ ら の 断 片 は 現 在 で は 組 換 え 宿 主 細 胞 に よ り 直
接 的 に 生 産 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 抗 体 断 片 は 抗 体 フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー か ら 単 離 す る こ と
が で き る 。 あ る い は 、 F(ab') 2 -SH断 片 を 大 腸 菌 か ら 直 接 回 収 し 、 化 学 的 に 結 合 さ せ て F(ab
') 2 断 片 を 形 成 す る こ と が で き る （ Carter et al., Bio/Technology 10: 163167 (1992)）
。 他 の 方 法 で は 、 組 換 え 宿 主 細 胞 培 養 物 か ら 直 接 F(ab') 2 断 片 を 単 離 す る こ と が で き る 。
抗 体 断 片 を 生 産 す る た め の そ の 他 の 技 術 が 当 業 者 に 明 ら か に な る だ ろ う 。 他 の 具 体 例 で は
、 選 択 さ れ る 抗 体 は 一 本 鎖 Fv断 片 （ scFv） で あ る （ PCT特 許 出 願 WO 93/16185） 。

10

20

30

40

50

(15) JP 2006-516409 A 2006.7.6



【 ０ ０ ６ ５ 】
高 親 和 性 抗 体 の 調 製
　 一 旦 親 抗 体 を 同 定 及 び 単 離 し た ら 、 親 抗 体 の 1又 は 2以 上 の 可 変 領 域 に お い て 1個 又 は 2個
以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 改 変 さ れ る 。 あ る い は 、 又 は そ れ に 加 え て 、 フ レ ー ム ワ ー ク 残 基 の
1個 又 は 2個 以 上 の 置 換 が 親 抗 体 中 に 導 入 さ れ て も よ く 、 そ れ に よ り 抗 体 の 結 合 親 和 性 、 例
え ば ヒ ト IgEに 対 す る 抗 体 の 結 合 親 和 性 が 改 良 さ れ る 。 修 飾 対 象 の フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 残
基 の 例 に は 、 直 接 非 共 有 的 に 標 的 に 結 合 す る も の （ Amit et al. Science 233: 747-753 (
1986)） ； CDRの コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン に 相 互 作 用 ／ 影 響 す る も の （ Chothia et al. J. Mol.
 Biol. 196: 901-917 (1987)） ； 及 び ／ 又 は VL－ VH接 合 部 分 に 加 わ る も の （ EP 239 400 B
1） が 包 含 さ れ る 。 あ る 具 体 例 で は 、 1個 又 は 2個 以 上 の そ の よ う な フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 残
基 の 修 飾 に よ り 、 目 的 と す る 標 的 に 対 す る 抗 体 の 結 合 親 和 性 が 増 大 す る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 抗 体 の 生 物 学 的 特 性 の 改 変 は 、 例 え ば （ a） 置 換 領 域 に お け る ポ リ ペ プ チ ド 主 鎖 の 構 造
、 例 え ば シ ー ト 若 し く は ヘ リ ッ ク ス 配 座 ； （ b） 標 的 部 位 に お け る 分 子 の 電 荷 若 し く は 疎
水 性 、 又 は （ c） 側 鎖 の バ ル ク の 維 持 に 及 ぼ す 影 響 が 顕 著 に 異 な る 置 換 を 選 択 す る こ と に
よ り 達 成 さ れ る 。 非 保 存 的 置 換 は 、 こ れ ら の ク ラ ス の う ち の 1つ の メ ン バ ー を 他 の ク ラ ス
と 交 換 す る こ と を 伴 う 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 ア ミ ノ 酸 配 列 変 異 を コ ー ド す る 核 酸 分 子 は 、 こ の 分 野 に お い て 公 知 の 種 々 の 方 法 に よ り
調 製 さ れ る 。 こ れ ら の 方 法 は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 媒 介 （ 又 は 部 位 指 向 ） 変 異 法 、 PCR変
異 法 、 及 び 初 期 に 調 製 し た 種 依 存 抗 体 の 変 異 体 又 は 非 変 異 体 の カ セ ッ ト 変 異 法 を 包 含 す る
が 、 こ れ に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 変 異 を 作 製 す る 好 ま し い 方 法 は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
媒 介 合 成 法 で あ る 。 あ る 具 体 例 で は 、 変 異 抗 体 は 、 例 え ば 約 2か ら 約 15の 超 可 変 領 域 置 換
の う ち 、 単 一 の 置 換 さ れ た 超 可 変 領 域 残 基 の み を 有 す る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 変 異 体 の ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 す る 1つ の 方 法 は 、 図 2に 示 さ れ た 図 式 に 基 づ い た オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド 媒 介 合 成 法 に よ る も の で あ る 。 そ れ ぞ れ ほ ぼ 100ヌ ク レ オ チ ド の 3つ の オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド が 軽 鎖 又 は 重 鎖 可 変 領 域 全 体 に わ た っ て 合 成 さ れ 得 る 。 各 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
は ： (1)Nが 任 意 の ヌ ク レ オ チ ド 、 Kが G又 は Tを 表 す (NNK) 2 0 ト リ プ レ ッ ト に よ り 生 成 さ れ る
連 続 60ア ミ ノ 酸 、 及 び (2)各 末 端 に お い て 隣 接 す る オ リ ゴ 又 は ベ ク タ ー 配 列 の い ず れ か と
の お よ そ 15～ 30ヌ ク レ オ チ ド の 重 複 を 含 み 得 る 。 PCR反 応 に お い て こ れ ら 3つ の オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド が ア ニ ー リ ン グ す る と 、 ポ リ メ ラ ー ゼ は 向 か い 合 う 鎖 を 充 填 し て 重 鎖 又 は 軽 鎖 可
変 領 域 配 列 の 完 全 な 二 本 鎖 を 生 成 す る 。 ト リ プ レ ッ ト の 数 は い か な る 反 復 の 長 さ に も 調 整
す る こ と が で き 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 中 の そ れ ら の 位 置 は 任 意 の CDR又 は フ レ ー ム ワ ー ク
領 域 中 の ア ミ ノ 酸 の み を 置 換 で き る よ う に 選 択 さ れ 得 る 。 (NNK)を 用 い る こ と に よ り 、 コ
ー ド さ れ る 変 異 中 の そ れ ぞ れ の 位 置 に お い て 20種 の ア ミ ノ 酸 全 て が 可 能 と な る 。 5～ 10ア
ミ ノ 酸 （ 15～ 30ヌ ク レ オ チ ド ） の 重 複 配 列 は 置 換 さ れ な い が 、 こ こ が フ レ ー ム ワ ー ク の ス
タ ッ キ ン グ 領 域 中 に な る よ う に 選 ん で も よ く 、 又 は 別 個 の 若 し く は 後 続 段 階 の 合 成 に よ っ
て 置 換 し て も よ い 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 合 成 す る 方 法 は こ の 分 野 に お い て 周 知 で あ り 、
市 販 品 を 利 用 で き る 。 こ れ ら の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド か ら 変 異 抗 体 を 作 製 す る 方 法 も ま た 、
例 え ば PCRの よ う に 、 こ の 分 野 に お い て 周 知 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 配 列 中 の ラ ン ダ ム な 位 置 で 異 な っ て い る 重 鎖 及 び 軽 鎖 変 異 体 の ラ イ ブ ラ リ ー は 、 い か な
る 発 現 ベ ク タ ー 中 で も 構 築 す る こ と が で き 、 例 え ば バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ 、 と り わ け 図 1の
ベ ク タ ー で 構 築 す る こ と が で き 、 い ず れ も 特 定 の 重 鎖 及 び 軽 鎖 変 異 を コ ー ド す る DNAを 包
含 す る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 変 異 抗 体 の 生 産 に 次 い で 、 親 抗 体 と 比 較 し た 変 異 体 の 生 物 活 性 が 決 定 さ れ る 。 上 記 の 通
り 、 こ れ に は 変 異 体 の 標 的 へ の 結 合 親 和 性 の 測 定 が 包 含 さ れ る 。 目 的 の 標 的 と の 結 合 能 に
関 し て 変 異 抗 体 を 迅 速 に ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 、 多 く の 高 処 理 法 が 存 在 す る 。
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【 ０ ０ ７ １ 】
　 次 い で 、 こ の 最 初 の ス ク リ ー ニ ン グ で 選 抜 さ れ た 1又 は 2以 上 の 変 異 抗 体 か ら 、 親 抗 体 と
比 較 し て 結 合 親 和 性 が 増 大 し た も の を ス ク リ ー ニ ン グ す る 。 結 合 親 和 性 を 決 定 す る た め の
1つ の 慣 用 法 は 、 BIAcore（ 登 録 商 標 ）  表 面 プ ラ ズ モ ン 共 鳴 シ ス テ ム  (BlAcore, Inc.)を
用 い て 、 結 合 及 び 解 離 速 度 定 数 を 評 価 す る 方 法 で あ る 。 製 造 者 (BlAcore)の 指 示 書 に よ る
と 、 標 的 の 共 有 結 合 的 カ ッ プ リ ン グ に 対 し て バ イ オ セ ン サ ー チ ッ プ が 活 性 化 さ れ る 。 次 い
で 標 的 を 希 釈 し 、 該 チ ッ プ 上 に 注 入 し 、 固 定 化 さ れ た 物 質 の 応 答 単 位 （ response units; 
RU） で シ グ ナ ル を 得 る 。 RU単 位 の シ グ ナ ル は 固 定 化 さ れ た 物 質 の 質 量 に 比 例 す る の で 、 こ
れ は マ ト リ ッ ク ス 上 に 固 定 化 さ れ た 標 的 濃 度 の 範 囲 を 表 す 。 解 離 デ ー タ は one-site model
に 当 て は め て koff +/- s.d.（ 測 定 値 の 標 準 偏 差 ） を 得 る 。 擬 1次 速 度 定 数 （ ks） は 各 結 合
曲 線 に 対 し て 計 算 し 、 タ ン パ ク 質 濃 度 の 関 数 と し て プ ロ ッ ト し て kon +/- s.e.（ 当 て は め
の 標 準 誤 差 ） を 得 る 。 結 合 の 平 衡 解 離 定 数 Kdは SPR測 定 よ り koff/konと し て 算 出 す る 。 平
衡 解 離 定 数 Kdは koffに 反 比 例 す る の で 、 全 て の 変 異 体 で 結 合 速 度 （ kon） が 一 定 で あ る と
仮 定 し て 親 和 性 増 大 の 評 価 を 行 な う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 得 ら れ た 高 親 和 性 を 有 す る 候 補 は 、 結 合 親 和 性 が 増 大 し た 変 異 抗 体 が 所 望 の 治 療 的 特 性
を 保 持 し て い る か ど う か を 調 べ る た め に 、 任 意 で 1又 は 2以 上 の さ ら な る 生 物 活 性 分 析 に 付
し て も よ い 。 例 え ば 、 抗 IgE抗 体 の 場 合 に は 、 IgEの レ セ プ タ ー へ の 結 合 を 遮 断 し ヒ ス タ ミ
ン の 放 出 を 阻 害 す る も の を ス ク リ ー ニ ン グ し て も よ い 。 最 適 な 変 異 抗 体 は 、 親 抗 体 よ り も
有 意 に 高 い 結 合 親 和 性 で 標 的 に 結 合 す る 能 力 を 保 持 し て い る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 こ の よ う に 選 抜 さ れ た 変 異 抗 体 は 、 多 く の 場 合 、 抗 体 の 使 用 目 的 に 依 存 し て さ ら な る 修
飾 を 施 さ れ 得 る 。 そ の よ う な 修 飾 は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 の さ ら な る 改 変 、 異 種 ポ リ ペ プ チ ド と
の 融 合 、 及 び ／ 又 は 以 下 に 詳 細 に 述 べ る よ う な 共 有 結 合 的 な 修 飾 を 包 含 し 得 る 。 例 え ば 、
分 子 の 酸 化 安 定 度 を 改 良 し 異 常 な 架 橋 を 防 止 す る た め に 、 変 異 抗 体 の 適 正 な コ ン フ ォ メ ー
シ ョ ン の 維 持 に 関 与 し な い い ず れ の シ ス テ イ ン 残 基 を 置 換 し て も よ く 、 一 般 的 に は セ リ ン
と 置 換 さ れ る 。 逆 に 、 （ 特 に 抗 体 が Fv断 片 の よ う な 抗 体 断 片 で あ る 場 合 に ） そ の 安 定 性 を
改 良 す る た め に 抗 体 に シ ス テ イ ン 結 合 を 付 加 し て も よ い 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
ベ ク タ ー
　 本 発 明 は ま た 、 こ こ で 開 示 さ れ て い る よ う な 変 異 抗 体 を コ ー ド す る 単 離 核 酸 、 該 核 酸 を
含 む ベ ク タ ー 及 び 宿 主 細 胞 、 並 び に 該 変 異 抗 体 を 生 産 す る た め の 組 換 え 技 術 を 提 供 す る 。
変 異 抗 体 の 組 換 え 体 生 産 の た め に 、 そ れ を コ ー ド す る 核 酸 が 単 離 さ れ 、 さ ら な る ク ロ ー ニ
ン グ （ DNAの 増 幅 ） の た め に 又 は 発 現 の た め に 複 製 可 能 な ベ ク タ ー 中 に 挿 入 さ れ る 。 変 異
抗 体 を コ ー ド す る DNAは 、 慣 用 法 を 用 い て （ 例 え ば 変 異 抗 体 の 重 鎖 及 び 軽 鎖 を コ ー ド す る
遺 伝 子 に 特 異 的 に 結 合 し 得 る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 用 い る こ と に よ り ） 容 易 に 単
離 及 び 配 列 決 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 多 く の ベ ク タ ー が 利 用 可 能 で あ る 。 ベ ク タ ー 構 成 物 は 一 般 的 に は 次 に 挙 げ る も の を 1又
は 2以 上 包 含 す る が 、 こ れ に 限 定 さ れ る も の で は な い ： シ グ ナ ル 配 列 、 複 製 開 始 点 、 1又 は
2以 上 の マ ー カ ー 遺 伝 子 、 エ ン ハ ン サ ー 要 素 、 プ ロ モ ー タ ー 、 及 び 転 写 終 結 配 列 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 適 正 な 結 合 特 異 性 及 び 最 低 限 の 親 和 性 の 判 定 基 準 で 変 異 Fabを 迅 速 に 選 抜 及 び ス ク リ ー
ニ ン グ で き る よ う に 、 図 1に 示 す フ ァ ー ジ 発 現 ベ ク タ ー は 、 常 用 さ れ る M13ベ ク タ ー 及 び M1
3自 身 が 有 す る 遺 伝 子 IIIウ イ ル ス 性 分 泌 シ グ ナ ル で 構 成 さ れ る 。 こ の ベ ク タ ー は 完 全 な 遺
伝 子 III配 列 を 用 い て お ら ず 、 そ の た め 細 菌 細 胞 の 表 面 上 に は 何 も 提 示 さ れ な い が 、 細 胞
膜 周 辺 腔 中 に Fabが 分 泌 さ れ る 。 あ る い は 、 細 胞 質 中 に Fabが 発 現 さ れ 単 離 さ れ 得 る 。 重 鎖
及 び 軽 鎖 は そ れ ぞ れ 独 自 の ウ イ ル ス 性 分 泌 シ グ ナ ル を 有 す る が 、 単 一 の 強 力 な 誘 導 性 プ ロ
モ ー タ ー か ら 従 属 的 に 発 現 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
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　 図 1の ベ ク タ ー は ま た 、 簡 便 な 精 製 及 び 検 出 の た め に Hisタ グ 及 び mycタ グ を 備 え て い る
。 当 業 者 で あ れ ば 、 Fabは 別 個 の プ ロ モ ー タ ー か ら 別 々 に 発 現 さ れ て も よ い こ と 、 又 は 、
分 泌 シ グ ナ ル は 選 択 さ れ た ウ イ ル ス 配 列 で あ る 必 要 は な い が 、 選 択 し た 宿 主 細 胞 か ら の 抗
体 断 片 の 分 泌 に 適 し た 原 核 生 物 若 し く は 真 核 生 物 の シ グ ナ ル 配 列 で あ っ て も よ い こ と が わ
か る だ ろ う 。 重 鎖 及 び 軽 鎖 が 異 な る ベ ク タ ー に 存 在 し て も よ い と い う こ と も わ か る だ ろ う
。
【 ０ ０ ７ ８ 】
A.　 シ グ ナ ル 配 列 構 成 物
　 本 発 明 の 変 異 抗 体 は 組 換 え に よ っ て 生 産 し 得 る 。 該 変 異 体 は ま た 、 好 ま し く は シ グ ナ ル
配 列 又 は 成 熟 タ ン パ ク 質 若 し く は ポ リ ペ プ チ ド の N末 端 に 特 異 的 切 断 部 位 を 有 す る 他 の ポ
リ ペ プ チ ド で あ る 異 種 ポ リ ペ プ チ ド と 融 合 し た 融 合 ポ リ ペ プ チ ド と し て 発 現 し 得 る 。 選 択
さ れ た 異 種 シ グ ナ ル 配 列 は 好 ま し く は 、 宿 主 細 胞 に よ っ て 認 識 及 び 加 工 さ れ る （ す な わ ち
シ グ ナ ル ペ プ チ ダ ー ゼ に よ っ て 切 断 さ れ る ） も の で あ る 。 ネ イ テ ィ ブ な 抗 体 シ グ ナ ル 配 列
を 認 識 及 び 加 工 し な い 原 核 宿 主 細 胞 に 対 し て は 、 シ グ ナ ル 配 列 を 、 例 え ば ア ル カ リ ホ ス フ
ァ タ ー ゼ 、 ペ ニ シ リ ナ ー ゼ 、 Ipp、 若 し く は 熱 安 定 性 エ ン テ ロ ト キ シ ン IIリ ー ダ ー の 群 か
ら 選 択 し た 原 核 生 物 の シ グ ナ ル 配 列 と 置 換 し て も よ い 。 あ る い は 図 1の ベ ク タ ー の 場 合 に
は 、 選 択 し た シ グ ナ ル 配 列 は 遺 伝 子 III由 来 の ウ イ ル ス 性 シ グ ナ ル 配 列 と し た 。 酵 母 の 分
泌 に 対 し て は 、 ネ イ テ ィ ブ な シ グ ナ ル 配 列 を 、 例 え ば 酵 母 イ ン ベ ル タ ー ゼ リ ー ダ ー 、 α ‐
因 子 リ ー ダ ー （ Saccharomyces属 及 び Kluyveromyces属 α ‐ 因 子 リ ー ダ ー ） 、 若 し く は 酸 性
ホ ス フ ァ タ ー ゼ リ ー ダ ー 、 C. albicansグ ル コ ア ミ ラ ー ゼ リ ー ダ ー 、 又 は 例 え ば WO 90/136
46に 記 載 さ れ て い る シ グ ナ ル で 置 換 し て も よ い 。 哺 乳 動 物 細 胞 発 現 に お い て は 、 哺 乳 動 物
シ グ ナ ル 配 列 及 び ウ イ ル ス 性 分 泌 リ ー ダ ー 、 例 え ば 単 純 ヘ ル ペ ス gDシ グ ナ ル が 利 用 可 能 で
あ る 。 そ の よ う な 前 駆 領 域 の DNAは 、 変 異 抗 体 を コ ー ド す る DNAと 読 み 枠 を 合 わ せ て 結 合 さ
れ る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
B.　 複 製 開 始 点 構 成 物
　 ベ ク タ ー は 通 常 、 当 該 ベ ク タ ー が 1又 は 2以 上 の 選 択 宿 主 細 胞 内 で 複 製 可 能 と な る よ う に
す る 核 酸 配 列 を 包 含 す る 。 一 般 に 、 こ の 配 列 は 、 ベ ク タ ー が 宿 主 染 色 体 DNAと は 独 立 し て
複 製 で き る よ う に す る も の で あ り 、 複 製 開 始 点 又 は 自 律 複 製 配 列 を 包 含 す る 。 そ の よ う な
配 列 は 種 々 の 細 菌 、 酵 母 、 ウ イ ル ス に お い て よ く 知 ら れ て い る 。 プ ラ ス ミ ド pBR322由 来 の
複 製 開 始 点 は 大 部 分 の グ ラ ム 陰 性 細 菌 に 適 し 、 2μ プ ラ ス ミ ド 開 始 点 は 酵 母 に 適 し 、 種 々
の ウ イ ル ス 開 始 点 （ SV40、 ポ リ オ ー マ 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 VSV又 は BPV） は 哺 乳 動 物 細 胞 内
の ベ ク タ ー に 有 用 で あ る 。 一 般 に 、 複 製 開 始 点 構 成 物 は 哺 乳 動 物 発 現 ベ ク タ ー に 対 し て は
必 要 と さ れ な い （ SV40開 始 点 は 典 型 的 に は 初 期 プ ロ モ ー タ ー を 有 し て い る と い う 理 由 で の
み 用 い ら れ 得 る ） 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
C.　 選 択 遺 伝 子 構 成 物
　 ベ ク タ ー は 、 選 択 マ ー カ ー と も 呼 ば れ る 選 択 遺 伝 子 を 含 み 得 る 。 典 型 的 な 選 択 遺 伝 子 は
、 (a)例 え ば ア ン ピ シ リ ン 、 ネ オ マ イ シ ン 、 メ ト ト レ キ セ ー ト 、 又 は テ ト ラ サ イ ク リ ン の
よ う な 抗 生 物 質 又 は そ の 他 の 毒 素 に 対 す る 抵 抗 性 を 付 与 し 、 (b)栄 養 要 求 性 欠 損 を 相 補 し
、 又 は (c)例 え ば 桿 菌 の D-ア ラ ニ ン ラ セ マ ー ゼ を コ ー ド す る 遺 伝 子 の よ う な 天 然 培 地 か ら
は 利 用 で き な い 重 要 な 栄 養 素 を 供 給 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 選 択 ス キ ー ム の 一 例 で は 、 宿 主 細 胞 の 増 殖 を 阻 止 す る 薬 剤 を 利 用 す る 。 異 種 遺 伝 子 で の
形 質 転 換 が 成 功 し た 細 胞 は 薬 剤 耐 性 を 付 与 す る タ ン パ ク 質 を 生 産 し 、 従 っ て 選 択 措 置 を 免
れ て 生 存 す る 。 そ の よ う な 優 性 選 択 の 例 で は 、 ネ オ マ イ シ ン 、 マ イ コ フ ェ ノ ー ル 酸 及 び ハ
イ グ ロ マ イ シ ン が 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 哺 乳 動 物 細 胞 に 適 し た 選 択 マ ー カ ー の そ の 他 の 例 は 、 DHFR、 チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ 、 メ タ ロ
チ オ ネ イ ン － I及 び － II、 好 ま し く は 霊 長 類 の メ タ ロ チ オ ネ イ ン 遺 伝 子 、 ア デ ノ シ ン デ ア
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ミ ナ ー ゼ 、 オ ル ニ チ ン デ カ ル ボ キ シ ラ ー ゼ な ど の よ う な 、 抗 体 核 酸 を 取 り 込 み 得 る 細 胞 の
同 定 を 可 能 に す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 例 え ば 、 DHFR選 択 遺 伝 子 で 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 は 、 最 初 に DHFRの 競 合 的 拮 抗 薬 で あ る メ
ト ト レ キ セ ー ト （ Mtx） を 含 む 培 地 中 で 全 て の 形 質 転 換 体 を 培 養 す る こ と に よ り 同 定 さ れ
る 。 野 生 型 の DHFRを 用 い る 際 に 適 切 な 宿 主 細 胞 は 、 DHFR活 性 を 欠 損 し た チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム
ス タ ー 卵 巣 （ CHO） セ ル ラ イ ン で あ る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 あ る い は 、 抗 体 、 野 生 型 DHFRタ ン パ ク 質 、 及 び ア ミ ノ グ リ コ シ ド 3'‐ ホ ス フ ォ ト ラ ン ス
フ ェ ラ ー ゼ （ APH） の よ う な そ の 他 の 選 択 マ ー カ ー を コ ー ド す る DNA配 列 で 形 質 転 換 又 は 共
形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 （ 特 に 内 生 DHFRを 包 含 す る 野 生 型 宿 主 ） は 、 例 え ば カ ナ マ イ シ ン
、 ネ オ マ イ シ ン 、 又 は G418 (米 国 特 許 第 4,965,199号 ) と い っ た ア ミ ノ グ リ コ シ ド 系 の 抗
生 物 質 の よ う な 、 選 択 マ ー カ ー に 対 す る 選 択 試 薬 を 含 む 培 地 中 で の 細 胞 の 増 殖 に よ っ て 選
択 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 酵 母 で 使 用 す る た め に 適 し た 選 択 遺 伝 子 は 、 酵 母 プ ラ ス ミ ド Yrp7中 に 存 在 す る trp1遺 伝
子 で あ る (Stinchcomb et al., Nature 282: 39 (1979))。 trp1遺 伝 子 は 、 例 え ば ATCC No.
 44076又 は PEP4-1の よ う な 、 ト リ プ ト フ ァ ン 中 で 増 殖 す る 能 力 を 欠 失 し て い る 酵 母 変 異 株
に 対 す る 選 択 マ ー カ ー を 提 供 す る 。 Jones, Genetics 85: 12 (1977)。 酵 母 宿 主 細 胞 ゲ ノ
ム 中 に trp1損 傷 が 存 在 す る こ と で 、 ト リ プ ト フ ァ ン 欠 乏 下 で の 増 殖 に よ っ て 形 質 転 換 を 効
果 的 に 検 出 す る 環 境 が 提 供 さ れ る 。 同 様 に 、 Leu2‐ 欠 損 酵 母 株 （ ATCC 20,622又 は 38,626
） は 、 Leu2遺 伝 子 を 有 す る 公 知 の プ ラ ス ミ ド で 相 補 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
D.　 プ ロ モ ー タ ー 構 成 物
　 発 現 及 び ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー は 通 常 、 宿 主 生 物 に 認 識 さ れ 抗 体 核 酸 と 操 作 可 能 な 状 態
で 連 結 さ れ る プ ロ モ ー タ ー を 包 含 す る 。 原 核 生 物 宿 主 に 用 い る た め に 適 し た プ ロ モ ー タ ー
は 、 phoAプ ロ モ ー タ ー 、 β ‐ ラ ク タ マ ー ゼ 及 び ラ ク ト ー ス プ ロ モ ー タ ー 系 、 ア ル カ リ ホ ス
フ ァ タ ー ゼ 、 ト リ プ ト フ ァ ン （ trp） プ ロ モ ー タ ー 系 、 並 び に tacプ ロ モ ー タ ー の よ う な ハ
イ ブ リ ッ ド プ ロ モ ー タ ー を 包 含 す る 。 し か し な が ら 、 他 の 公 知 の 細 菌 プ ロ モ ー タ ー が 適 し
て い る 。 細 菌 系 に お い て 用 い る プ ロ モ ー タ ー は ま た 、 抗 体 を コ ー ド す る DNAと 操 作 可 能 な
状 態 で 結 合 し た シ ャ イ ン － ダ ル ガ ル ノ （ S.D.） 配 列 も 包 含 し 得 る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 真 核 生 物 の た め の プ ロ モ ー タ ー 配 列 が 知 ら れ て い る 。 事 実 上 、 全 て の 真 核 生 物 遺 伝 子 は
、 転 写 が 開 始 す る 部 位 か ら お よ そ 25な い し 30塩 基 上 流 に 位 置 す る ATに 富 ん だ 領 域 を 有 す る
。 多 く の 遺 伝 子 で 転 写 開 始 点 か ら 70な い し 80塩 基 上 流 に 見 つ か っ た 他 の 配 列 は 、 CNCAAT領
域 で あ り 、 Nは い ず れ か の ヌ ク レ オ チ ド で あ り 得 る 。 大 部 分 の 真 核 生 物 遺 伝 子 の 3'末 端 に
は AATAAA配 列 が あ り 、 該 配 列 は コ ー ド 配 列 の 3'末 端 に ポ リ A配 列 を 付 加 す る た め の シ グ ナ
ル で あ り 得 る 。 こ れ ら の 配 列 は 全 て 、 原 核 生 物 発 現 ベ ク タ ー 中 に 好 適 に 挿 入 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 酵 母 宿 主 と 共 に 用 い る の に 適 し た プ ロ モ ー タ ー 配 列 の 例 に は 、 3‐ ホ ス フ ォ グ リ セ リ ン
酸 キ ナ ー ゼ 、 又 は 、 エ ノ ラ ー ゼ 、 グ リ セ ル ア ル デ ヒ ド ‐ 3‐ リ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 ヘ
キ ソ キ ナ ー ゼ 、 ピ ル ビ ン 酸 デ カ ル ボ キ シ ラ ー ゼ 、 ホ ス フ ォ フ ル ク ト キ ナ ー ゼ 、 グ ル コ ー ス
‐ 6‐ リ ン 酸 イ ソ メ ラ ー ゼ 、 3‐ ホ ス フ ォ グ リ セ リ ン 酸 ム タ ー ゼ 、 ピ ル ビ ン 酸 キ ナ ー ゼ 、 ト
リ オ ー ス リ ン 酸 イ ソ メ ラ ー ゼ 、 ホ ス フ ォ グ ル コ ー ス イ ソ メ ラ ー ゼ 、 及 び グ ル コ キ ナ ー ゼ の
よ う な 他 の 解 糖 酵 素 の プ ロ モ ー タ ー が 包 含 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 生 育 状 況 に よ っ て 制 御 さ れ る 転 写 の 利 点 を さ ら に 有 す る 誘 導 性 プ ロ モ ー タ ー で あ る 、 他
の 酵 母 プ ロ モ ー タ ー は 、 ア ル コ ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 2、 イ ソ シ ト ク ロ ー ム C、 酸 性 ホ ス フ
ァ タ ー ゼ 、 窒 素 代 謝 に 関 与 す る 分 解 酵 素 、 メ タ ロ チ オ ネ イ ン 、 グ リ セ ル ア ル デ ヒ ド ‐ 3‐
リ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 並 び に マ ル ト ー ス 及 び ガ ラ ク ト ー ス の 利 用 化 に 関 与 す る 酵 素 に
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対 す る プ ロ モ ー タ ー 領 域 で あ る 。 酵 母 で の 発 現 に お い て 用 い る の に 適 し た ベ ク タ ー 及 び プ
ロ モ ー タ ー は 、 欧 州 特 許 第 73,657号 に さ ら に 記 載 さ れ て い る 。 酵 母 エ ン ハ ン サ ー も ま た 酵
母 プ ロ モ ー タ ー と 共 に 有 利 に 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 哺 乳 動 物 宿 主 細 胞 内 で の ベ ク タ ー か ら の 抗 体 の 転 写 は 、 宿 主 細 胞 系 に 適 合 す る な ら ば 、
例 え ば 、 ポ リ オ ー マ ウ イ ル ス 、 鶏 痘 ウ イ ル ス 、 ア デ ノ ウ イ ル ス （ 例 え ば ア デ ノ ウ イ ル ス 2
） 、 ウ シ 乳 頭 腫 ウ イ ル ス 、 ト リ 肉 腫 ウ イ ル ス 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 、
B型 肝 炎 ウ イ ル ス 、 及 び 最 も 好 ま し く は シ ミ ア ン ウ イ ル ス 40（ SV40） の よ う な ウ イ ル ス の
ゲ ノ ム か ら 得 ら れ た プ ロ モ ー タ ー 、 例 え ば ア ク チ ン プ ロ モ ー タ ー 又 は 免 疫 グ ロ ブ リ ン プ ロ
モ ー タ ー な ど の 異 種 哺 乳 動 物 プ ロ モ ー タ ー か ら 得 ら れ た プ ロ モ ー タ ー 、 熱 シ ョ ッ ク プ ロ モ
ー タ ー か ら 得 ら れ た プ ロ モ ー タ ー に よ っ て 制 御 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 SV40ウ イ ル ス の 初 期 及 び 後 期 プ ロ モ ー タ ー は 、 SV40ウ イ ル ス 複 製 開 始 点 を も 包 含 す る SV
40制 限 断 片 と し て 簡 便 に 得 ら れ る 。 ヒ ト サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス の 前 初 期 プ ロ モ ー タ ー は Hi
ndIII E制 限 断 片 と し て 簡 便 に 得 ら れ る 。 ウ シ 乳 頭 腫 ウ イ ル ス を ベ ク タ ー と し て 用 い て 哺
乳 動 物 宿 主 内 で DNAを 発 現 す る た め の 系 が 米 国 特 許 第 4,419,446号 に 開 示 さ れ て い る 。 こ の
系 の 改 変 例 が 米 国 特 許 第 4,601,978号 に 記 載 さ れ て い る 。 あ る い は 、 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル
ス 由 来 の チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 で 、 マ ウ ス 細 胞 内 に お い て ヒ ト β ‐ イ ン
タ ー フ ェ ロ ン cDNAが 発 現 さ れ て い る 。 あ る い は ま た 、 ラ ウ ス 肉 腫 ウ イ ル ス 末 端 反 復 配 列 を
プ ロ モ ー タ ー と し て 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
E.　 エ ン ハ ン サ ー 要 素 構 成 物
　 本 発 明 の 抗 体 を コ ー ド す る DNAの 高 等 真 核 生 物 に よ る 転 写 は 、 多 く の 場 合 、 ベ ク タ ー 中
に エ ン ハ ン サ ー 配 列 を 挿 入 す る こ と に よ っ て 増 大 す る 。 現 在 で は 哺 乳 動 物 遺 伝 子 （ グ ロ ビ
ン 、 エ ラ ス タ ー ゼ 、 ア ル ブ ミ ン 、 α ‐ イ ン タ ー フ ェ ロ ン 、 及 び イ ン シ ュ リ ン ） 由 来 の 多 く
の エ ン ハ ン サ ー 配 列 が 知 ら れ て い る 。 し か し な が ら 典 型 的 に は 、 真 核 生 物 細 胞 ウ イ ル ス 由
来 の エ ン ハ ン サ ー が 用 い ら れ る で あ ろ う 。 例 に は 、 複 製 開 始 点 の 後 期 側 の SV40エ ン ハ ン サ
ー （ bp 100-270） 、 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス 初 期 プ ロ モ ー タ ー エ ン ハ ン サ ー 、 複 製 開 始 点 の
後 期 側 の ポ リ オ ー マ エ ン ハ ン サ ー 、 及 び ア デ ノ ウ イ ル ス エ ン ハ ン サ ー が 含 ま れ る 。 真 核 生
物 プ ロ モ ー タ ー の 活 性 化 の た め の 促 進 要 素 に つ い て は Yaniv, Nature 297: 17-18 (1982)
も 参 照 の こ と 。 エ ン ハ ン サ ー は 、 ベ ク タ ー 中 で 抗 体 コ ー ド 配 列 に 対 し て 5'又 は 3'の 位 置 に
つ な げ て よ い が 、 好 ま し く は プ ロ モ ー タ ー よ り 5'側 の 部 位 に 設 け ら れ る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
F.　 転 写 終 結 構 成 物
　 真 核 生 物 宿 主 細 胞 （ 酵 母 、 真 菌 、 昆 虫 、 植 物 、 動 物 、 ヒ ト 、 又 は 他 の 多 細 胞 生 物 由 来 の
有 核 細 胞 ） 内 で 用 い る 発 現 ベ ク タ ー は ま た 、 転 写 の 終 結 及 び mRNAの 安 定 化 の た め に 必 要 な
配 列 も 含 み 得 る 。 そ の よ う な 配 列 は 一 般 に 、 真 核 生 物 又 は ウ イ ル ス の DNA又 は cDNAの 5'及
び 、 時 に は 3'非 翻 訳 領 域 か ら 利 用 可 能 で あ る 。 こ れ ら の 領 域 は 、 抗 体 を コ ー ド す る mRNAの
非 翻 訳 部 位 中 に ポ リ ア デ ニ ル 化 断 片 と し て 転 写 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド セ グ メ ン ト を 包 含 す る
。 有 用 な 転 写 終 結 構 成 物 の 1つ は 、 ウ シ 成 長 ホ ル モ ン ポ リ ア デ ニ ル 化 領 域 で あ る 。 例 え ば W
094/11026を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
宿 主 細 胞 の 選 択 及 び 形 質 転 換
　 こ こ で ベ ク タ ー 中 に DNAを ク ロ ー ニ ン グ 又 は 発 現 す る の に 適 し た 宿 主 細 胞 は 、 原 核 生 物
、 酵 母 、 又 は 高 等 真 核 生 物 細 胞 で あ る 。 こ の 目 的 に 適 し た 原 核 生 物 は 、 例 え ば 大 腸 菌 、 エ
ン テ ロ バ ク タ ー 属 （ Enterobacter） 、 エ ル ウ ィ ニ ア 属 （ Erwinia） 、 ク レ ブ シ エ ラ 属 （ Kle
bsiella） 、 プ ロ テ ウ ス 属 （ Proteus） 、 サ ル モ ネ ラ 属 （ Salmonella） 、 セ ラ チ ア 属 （ Serr
atia） 、 及 び 赤 痢 菌 の よ う な 腸 内 細 菌 、 並 び に 桿 菌 、 シ ュ ー ド モ ナ ス 属 （ Pseudomonas）
、 及 び ス ト レ プ ト ミ セ ス 属 （ Streptomyces） と い っ た 、 グ ラ ム 陰 性 及 び グ ラ ム 陽 性 生 物 の
両 方 を 包 含 す る 。 好 ま し い 大 腸 菌 ク ロ ー ニ ン グ 宿 主 の 1つ は E. coli 294 (ATCC 31,446)で
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あ る が 、 E. coli B、 E. coli X1776 (ATCC 31,537)及 び E. coli W3110 (ATCC 27,325)の
よ う な 他 の 菌 株 も 適 し て い る 。 こ れ ら の 例 は 説 明 の た め に 挙 げ た も の で あ り 、 こ れ ら に 限
定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 原 核 生 物 の 他 、 糸 状 菌 又 は 酵 母 の よ う な 真 核 微 生 物 が 、 抗 体 コ ー ド ベ ク タ ー に と っ て ク
ロ ー ニ ン グ 又 は 発 現 に 適 し た 宿 主 で あ る 。 サ ッ カ ロ ミ セ ス ・ セ レ ビ シ エ （ Saccharomyces 
cerevisiae） は 下 等 真 核 宿 主 微 生 物 の う ち で 最 も 一 般 的 に 用 い ら れ る 。 し か し な が ら 、 シ
ゾ サ ッ カ ロ ミ ケ ス ・ ポ ン ベ （ Schizosaccharomyces pombe） ； ク ル イ ベ ロ ミ セ ス 属 （ Kluyv
eromyces） ； カ ン ジ ダ 属 （ Candida） ； ト リ コ デ ル マ 属 （ Trichoderma） ； ア カ パ ン カ ビ （
Neurospora crassa） ； 並 び に 、 例 え ば パ ン カ ビ 属 （ Neurospora） 、 ア オ カ ビ 属 （ Penicil
lium） 、 ト リ ポ ク ラ ジ ウ ム 属 （ Tolypocladium） 、 及 び 、 A. nidulans、 A. nigerの よ う な
コ ウ ジ カ ビ 属 （ Aspergillus） 宿 主 の よ う な 糸 状 菌 と い っ た 、 多 く の 他 の 属 、 種 、 及 び 系
統 が 一 般 的 に 利 用 可 能 で あ り 、 こ こ で も 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 グ リ コ シ ル 化 抗 体 の 発 現 に 適 し た 宿 主 細 胞 が 多 細 胞 生 物 か ら 誘 導 さ れ て い る 。 主 に 、 脊
椎 動 物 培 養 物 由 来 か 無 脊 椎 動 物 培 養 物 由 来 か を 問 わ ず 、 い か な る 高 等 真 核 細 胞 培 養 物 を も
活 用 で き る 。 無 脊 椎 動 物 細 胞 の 例 に は 植 物 及 び 昆 虫 細 胞 が 包 含 さ れ る 、 Luckow et al., B
io/Technology 6, 47-55 (1988); Miller et al., Genetic Engineering, Setlow et al.
 eds. Vol. 8, pp. 277-279 (Plenam publishing 1986); Mseda et al., Nature 315, 59
2-594 (1985)。 多 く の バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 系 統 及 び 変 種 、 並 び に 、 ス ポ ド プ テ ラ ・ フ ル ギ ペ
ル ダ （ Spodoptera frugiperda） (毛 虫 )、 ヤ ブ カ 属 （ Aedes） (蚊 )、 キ イ ロ シ ョ ウ ジ ョ ウ バ
エ （ Drosophila melanogaster） (シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ )、 及 び カ イ コ （ Bombyx mori） の よ う
な 宿 主 由 来 の 、 対 応 す る 許 容 昆 虫 宿 主 細 胞 が 同 定 さ れ て き て い る 。 例 え ば 、 オ ー ト グ ラ フ
ァ カ リ フ ォ ル ニ カ （ Autographa californica） NPVの L-1変 種 及 び カ イ コ NPVの Bm-5系 統 の
よ う な 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の た め の 種 々 の ウ イ ル ス 系 統 が 公 的 に 利 用 可 能 で あ り 、 そ
の よ う な ウ イ ル ス を 本 発 明 に 基 づ き こ こ で ウ イ ル ス と し て 、 特 に ス ポ ド プ テ ラ ・ フ ル ギ ペ
ル ダ 細 胞 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の た め の ウ イ ル ス と し て 用 い て も よ い 。 そ の 上 、 綿 花 、
ト ウ モ ロ コ シ 、 ジ ャ ガ イ モ 、 ダ イ ズ 、 ペ チ ュ ニ ア 、 ト マ ト 、 及 び タ バ コ と い っ た 植 物 細 胞
培 養 物 も ま た 宿 主 と し て 利 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 培 養 液 （ 組 織 培 養 液 ） 中 の 脊 椎 動 物 細 胞 及 び 脊 椎 動 物 細 胞 の 増 殖 は 、 常 套 手 段 と な り つ
つ あ る 。 Tissue Culture, Academic Press, Kruse and Patterson, eds. (1973)を 参 照 の
こ と 。 有 用 な 哺 乳 動 物 宿 主 セ ル ラ イ ン の 例 は 、 サ ル 腎 臓 ； ヒ ト 胚 性 腎 ラ イ ン ； 新 生 ハ ム ス
タ ー 腎 ラ イ ン ； チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 細 胞 ／ -DHFR（ CHO, Urlaub et al., Proc. N
atI. Acad. Sci. USA 77: 4216 (1980)） ； マ ウ ス セ ル ト リ 細 胞 ； ヒ ト 子 宮 頸 癌 細 胞 （ HEL
A） ； イ ヌ 腎 細 胞 ； ヒ ト 肺 細 胞 ； ヒ ト 肝 細 胞 ； マ ウ ス 乳 腺 癌 ； 及 び NS0細 胞 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 宿 主 細 胞 は 抗 体 生 産 の た め に 上 記 し た ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ 、 プ ロ モ ー タ ー の 誘 導 、
形 質 転 換 体 の 選 抜 、 又 は 所 望 の 配 列 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 増 幅 に 適 す る よ う に 改 変 し た 従
来 の 栄 養 培 地 中 で 培 養 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 本 発 明 の 変 異 抗 体 を 生 産 す る た め に 用 い る 宿 主 細 胞 は 、 種 々 の 培 地 中 で 培 養 さ れ 得 る 。
Ham's F10 (Sigma), Minimal Essential Medium (MEM, Sigma), RPMI-1640 (Sigma)、 及
び ダ ル ベ ッ コ 改 変 イ ー グ ル 培 地 （ DMEM, Sigma） の よ う な 市 販 の 培 地 が 宿 主 細 胞 の 培 養 に
適 し て い る 。 さ ら に 、 Ham et al., Meth. Enzymol. 58: 44 (1979), Barnes et al., Ana
l. Biochem. 102: 255 (1980), 米 国 特 許 第  4,767,704号 ; 4,657,866号 ; 4,560,655号 ; 5
,122,469号 ; 5,712,163号 ; 又 は 6,048,728号 に 記 載 さ れ た い か な る 培 地 で も 、 宿 主 細 胞 の
培 養 培 地 と し て 用 い ら れ 得 る 。 こ れ ら の 培 地 い ず れ に も 、 必 要 な ホ ル モ ン 及 び ／ 又 は 他 の
成 長 因 子 （ 例 え ば イ ン シ ュ リ ン 、 ト ラ ン ス フ ェ リ ン 、 又 は 上 皮 成 長 因 子 ） 、 塩 類 （ 例 え ば
X－ 塩 化 物 、 こ こ で Xは ナ ト リ ウ ム 、 カ ル シ ウ ム 、 マ グ ネ シ ウ ム ； 及 び リ ン 酸 ） 、 緩 衝 液 （
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例 え ば HEPES） 、 ヌ ク レ オ チ ド （ 例 え ば ア デ ノ シ ン 及 び チ ミ ジ ン ） 、 抗 生 物 質 （ 例 え ば 商
標 ゲ ン タ マ イ シ ン 薬 剤 ） 、 微 量 元 素 （ 通 常 マ イ ク ロ モ ル 範 囲 の 終 濃 度 で 存 在 す る 無 機 化 合
物 と し て 定 義 さ れ る ） 、 及 び グ ル コ ー ス 若 し く は 均 等 な エ ネ ル ギ ー 源 が 補 充 さ れ る 。 そ の
他 の 必 要 な 補 充 物 も ま た 、 当 業 者 に 知 ら れ て い る で あ ろ う 適 切 な 濃 度 で 含 ま れ 得 る 。 温 度
、 pHと い っ た よ う な 培 養 条 件 は 、 発 現 で 選 抜 さ れ る 宿 主 細 胞 に 従 来 用 い ら れ て い る 通 り で
あ り 、 当 業 者 に 明 ら か と な る だ ろ う 。
【 ０ １ ０ ０ 】
抗 体 精 製
　 組 換 え 技 術 を 用 い る 際 に は 、 変 異 抗 体 は 細 胞 内 若 し く は 細 胞 膜 周 辺 腔 で 生 産 さ れ 、 又 は
培 地 中 に 直 接 分 泌 さ れ 得 る 。 変 異 抗 体 が 細 胞 内 で 生 産 さ れ る 場 合 、 第 一 段 階 と し て 、 宿 主
細 胞 又 は 溶 解 し た 断 片 い ず れ か の 粒 子 状 の 細 片 を 、 例 え ば 遠 心 又 は 限 外 ろ 過 に よ っ て 取 り
除 い て よ い 。 Carter et al., Bio/Technology 10: 163-167 (1992)に は 、 大 腸 菌 の 細 胞 膜
周 辺 腔 に 分 泌 さ れ た 抗 体 を 単 離 す る た め の 手 法 が 記 載 さ れ て い る 。 簡 潔 に 言 え ば 、 細 胞 ペ
ー ス ト を 酢 酸 ナ ト リ ウ ム （ pH3.5） 、 EDTA及 び フ ェ ニ ル メ チ ル ス ル ホ ニ ル フ ル オ ラ イ ド （ P
MSF） の 存 在 下 で 約 30分 間 以 上 融 解 さ せ る 。 細 胞 片 は 遠 心 に よ っ て 取 り 除 く こ と が で き る
。 変 異 抗 体 が 培 地 中 に 分 泌 さ れ る 場 合 に は 、 そ の よ う な 発 現 系 由 来 の 上 清 を 、 一 般 的 に は
先 ず 第 一 に 、 例 え ば Amicon又 は Millipore Pellicon ultrafiltration unitの よ う な 市 販
の タ ン パ ク 質 濃 縮 フ ィ ル タ ー を 用 い て 濃 縮 す る 。 タ ン パ ク 分 解 を 防 止 す る た め に 、 い ず れ
の 先 行 工 程 に PMSFの よ う な プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 を 含 ま せ て も よ く 、 外 因 性 の 汚 染 菌 の 増 殖
を 防 止 す る た め に 抗 生 物 質 を 含 ま せ て も よ い 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 細 胞 か ら 調 製 さ れ た 抗 体 組 成 物 は 、 例 え ば ヒ ド ロ キ シ ア パ タ イ ト ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、
ゲ ル 電 気 泳 動 、 透 析 、 及 び ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 用 い て 精 製 す る こ と が で
き 、 中 で も ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー が 好 ま し い 精 製 手 法 で あ る 。 ア フ ィ ニ テ ィ
ー リ ガ ン ド と し て の プ ロ テ イ ン Aの 適 性 は 、 該 変 異 抗 体 中 に 存 在 す る 免 疫 グ ロ ブ リ ン Fcド
メ イ ン の 種 及 び ア イ ソ タ イ プ に 依 存 す る 。 プ ロ テ イ ン Aは 、 ヒ ト IgG1, IgG2又 は IgG4重 鎖
に 基 づ い た 抗 体 を 精 製 す る た め に 用 い る こ と が で き る （ Lindmark et al., J. Immunol Me
th. 62: 1-13 (1983)） 。 プ ロ テ イ ン Gは 、 全 て の マ ウ ス ア イ ソ タ イ プ 及 び ヒ ト IgG3に 推 奨
さ れ る (Guss et al., EMBO J. 5: 1567-1575 (1986))。 ア フ ィ ニ テ ィ ー リ ガ ン ド を 付 着 さ
せ る マ ト リ ッ ク ス は 大 抵 の 場 合 ア ガ ロ ー ス で あ る が 、 他 の マ ト リ ッ ク ス も 利 用 で き る 。 ガ
ラ ス 多 孔 体 又 は ポ リ （ ス チ レ ン ジ ビ ニ ル ） ベ ン ゼ ン の よ う な 機 械 的 に 安 定 な マ ト リ ッ ク ス
に よ り 、 ア ガ ロ ー ス を 用 い た 場 合 よ り も 流 速 を 速 め 、 処 理 時 間 を 短 縮 す る こ と が で き る 。
変 異 抗 体 が CH3ド メ イ ン を 含 む 場 合 に は 、 Bakerbond ABXTM resin (J. T. Baker, Phillip
sburg, N.J.) が 精 製 に 有 用 で あ る 。 回 収 対 象 の 変 異 抗 体 に よ っ て は 、 イ オ ン 交 換 カ ラ ム
で の 分 画 、 エ タ ノ ー ル 沈 殿 、 逆 相 HPLC、 シ リ カ で の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ヘ パ リ ン セ フ ァ
ロ ー ス （ 登 録 商 標 ） で の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ア ニ オ ン 又 は カ チ オ ン 交 換 樹 脂 （ 例 え ば ポ
リ ア ス パ ラ ギ ン 酸 カ ラ ム ） で の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 等 電 点 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 SDS-PA
GE、 及 び 硫 安 塩 析 の よ う な 、 タ ン パ ク 質 精 製 の た め の 他 の 手 法 も 利 用 で き る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 予 備 的 な 精 製 工 程 に 続 け て 、 目 的 の 変 異 抗 体 及 び 夾 雑 物 を 含 む 混 合 物 を 、 pH約 2.5～ 4.5
の 溶 出 緩 衝 液 を 用 い て 低 pH疎 水 的 相 互 作 用 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に か け て も よ く 、 好 ま し く
は 低 塩 類 濃 度 （ 例 え ば 塩 類 約 0～ 0.25M） で 行 な わ れ る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
医 薬 製 剤
　 ポ リ ペ プ チ ド 又 は 抗 体 の 治 療 製 剤 は 、 所 望 の 純 度 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド と 、 こ の 分 野 で
典 型 的 に 用 い ら れ る 任 意 の 「 薬 理 学 的 に 許 容 さ れ る 」 担 体 、 賦 形 剤 又 は 安 定 剤 （ こ れ ら は
全 て 「 賦 形 剤 」 と 呼 ば れ る ） と を 混 合 す る こ と に よ り 、 凍 結 乾 燥 製 剤 又 は 水 性 溶 液 と し て
保 管 す る た め に 調 製 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 緩 衝 剤 、 安 定 剤 、 防 腐 剤 、 等 張 化 剤 （ isotonifie
r） 、 非 イ オ ン 洗 浄 剤 、 酸 化 防 止 剤 及 び 他 の 種 々 の 添 加 物 （ Remington's Pharmaceutical 
Sciences, 16th edition, A. Osol, Ed. (1980)を 参 照 の こ と ） 。 そ の よ う な 添 加 物 は 、
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使 用 さ れ る 用 量 と 濃 度 に お い て 受 容 者 に 対 し 無 毒 で な け れ ば な ら な い 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 緩 衝 剤 は 生 理 的 状 態 に 近 い 範 囲 内 に pHを 維 持 す る の を 助 け る 。 緩 衝 剤 は 好 ま し く は 約 2m
Mか ら 約 50mMの 濃 度 で 含 ま れ る 。 本 発 明 と 共 に 用 い る の に 適 し た 緩 衝 剤 と し て は 、 有 機 及
び 無 機 酸 並 び に そ れ ら の 塩 類 が 包 含 さ れ 、 例 え ば ク エ ン 酸 塩 緩 衝 液 （ ク エ ン 酸 1ナ ト リ ウ
ム － ク エ ン 酸 2ナ ト リ ウ ム 混 合 物 、 ク エ ン 酸 － ク エ ン 酸 3ナ ト リ ウ ム 混 合 物 、 ク エ ン 酸 － ク
エ ン 酸 1ナ ト リ ウ ム 混 合 物 な ど ） 、 コ ハ ク 酸 塩 緩 衝 液 （ コ ハ ク 酸 － コ ハ ク 酸 1ナ ト リ ウ ム 混
合 物 、 コ ハ ク 酸 － 水 酸 化 ナ ト リ ウ ム 混 合 物 、 コ ハ ク 酸 － コ ハ ク 酸 2ナ ト リ ウ ム 混 合 物 な ど
） 、 酒 石 酸 塩 緩 衝 液 （ 酒 石 酸 － 酒 石 酸 ナ ト リ ウ ム 混 合 物 、 酒 石 酸 － 酒 石 酸 カ リ ウ ム 混 合 物
、 酒 石 酸 － 水 酸 化 ナ ト リ ウ ム 混 合 物 な ど ） 、 フ マ ル 酸 塩 緩 衝 液 （ フ マ ル 酸 － フ マ ル 酸 1ナ
ト リ ウ ム 混 合 物 な ど ） 、 フ マ ル 酸 塩 緩 衝 液 （ フ マ ル 酸 － フ マ ル 酸 1ナ ト リ ウ ム 混 合 物 、 フ
マ ル 酸 － フ マ ル 酸 2ナ ト リ ウ ム 混 合 物 、 フ マ ル 酸 1ナ ト リ ウ ム － フ マ ル 酸 2ナ ト リ ウ ム 混 合
物 な ど ） 、 グ ル コ ン 酸 塩 緩 衝 液 （ グ ル コ ン 酸 － グ リ コ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 混 合 物 、 グ ル コ ン 酸
－ 水 酸 化 ナ ト リ ウ ム 混 合 物 、 グ ル コ ン 酸 － グ ル コ ン 酸 カ リ ウ ム 混 合 物 な ど ） 、 シ ュ ウ 酸 塩
緩 衝 液 （ シ ュ ウ 酸 － シ ュ ウ 酸 ナ ト リ ウ ム 混 合 物 、 シ ュ ウ 酸 － 水 酸 化 ナ ト リ ウ ム 混 合 物 、 シ
ュ ウ 酸 － シ ュ ウ 酸 カ リ ウ ム 混 合 物 な ど ） 、 乳 酸 塩 緩 衝 液 （ 乳 酸 － 乳 酸 ナ ト リ ウ ム 混 合 物 、
乳 酸 － 水 酸 化 ナ ト リ ウ ム 混 合 物 、 乳 酸 － 乳 酸 カ リ ウ ム 混 合 物 な ど ） 、 及 び 酢 酸 塩 （ 酢 酸 －
酢 酸 ナ ト リ ウ ム 混 合 物 、 酢 酸 － 水 酸 化 ナ ト リ ウ ム 混 合 物 な ど ） が 挙 げ ら れ る 。 さ ら に 、 リ
ン 酸 緩 衝 液 、 ヒ ス チ ジ ン 緩 衝 液 及 び ト リ ス の よ う な ト リ メ チ ル ア ミ ン 塩 も 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 防 腐 剤 は 微 生 物 の 増 殖 を 遅 延 さ せ る た め に 添 加 し て も よ く 、 0.2～ 1％ （ w/v） の 量 で 添
加 さ れ 得 る 。 本 発 明 と 共 に 用 い る の に 適 し た 防 腐 剤 と し て は 、 フ ェ ノ ー ル 、 ベ ン ジ ル ア ル
コ ー ル 、 メ タ － ク レ ゾ ー ル 、 メ チ ル パ ラ ベ ン 、 プ ロ ピ ル パ ラ ベ ン 、 塩 化 オ ク タ デ シ ル ジ メ
チ ル ベ ン ジ ル ア ン モ ニ ウ ム 、 ハ ロ ゲ ン 化 ベ ン ザ ル コ ニ ウ ム （ 例 え ば 塩 化 、 臭 化 、 ヨ ウ 化 ）
、 塩 化 ヘ キ サ メ ト ニ ウ ム 、 メ チ ル 又 は プ ロ ピ ル パ ラ ベ ン の よ う な ア ル キ ル パ ラ ベ ン 、 カ テ
コ ー ル 、 レ ゾ ル シ ノ ー ル 、 シ ク ロ ヘ キ サ ノ ー ル 、 及 び 3－ ペ ン タ ノ ー ル が 包 含 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 本 発 明 の 液 体 組 成 物 の 等 張 性 を 確 保 す る た め に 、 時 に は 「 安 定 化 剤 」 と し て 知 ら れ る 等
張 化 剤 を 加 え て も よ く 、 等 張 化 剤 と し て は 多 価 糖 ア ル コ ー ル 、 好 ま し く は グ リ セ リ ン 、 エ
リ ス リ ト ー ル 、 ア ラ ビ ト ー ル 、 キ シ リ ト ー ル 、 ソ ル ビ ト ー ル 及 び マ ン ニ ト ー ル の よ う な 3
価 以 上 の 糖 ア ル コ ー ル が 包 含 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 安 定 剤 は 、 増 量 剤 か ら 、 治 療 薬 を 可 溶 化 す る 又 は 変 性 の 防 止 若 し く は 容 器 壁 へ の 付 着 の
防 止 を 助 け る 添 加 物 ま で の 機 能 的 範 囲 に わ た り 得 る 、 広 い カ テ ゴ リ ー の 賦 形 剤 を 指 す 。 典
型 的 な 安 定 剤 は 、 （ 上 記 に 列 挙 し た ） 多 価 糖 ア ル コ ー ル ; ア ル ギ ニ ン 、 リ シ ン 、 グ リ シ ン
、 グ ル タ ミ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 、 ヒ ス チ ジ ン 、 ア ラ ニ ン 、 オ ル ニ チ ン 、 L-ロ イ シ ン 、 2－ フ
ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 グ ル タ ミ ン 酸 、 ス レ オ ニ ン な ど の よ う な ア ミ ノ 酸 、 ラ ク ト ー ス 、 ト レ ハ
ロ ー ス 、 ス タ キ オ ー ス 、 マ ン ニ ト ー ル 、 ソ ル ビ ト ー ル 、 キ シ リ ト ー ル 、 リ ビ ト ー ル 、 ミ オ
イ ノ シ ト ー ル 、 ガ ラ ク チ ト ー ル 、 グ リ セ ロ ー ル 、 及 び 、 イ ノ シ ト ー ル の よ う な シ ク リ ト ー
ル を 含 む こ れ ら と 類 似 の 有 機 糖 又 は 糖 ア ル コ ー ル ; ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル ； ア ミ ノ 酸 ポ
リ マ ー ； 尿 素 、 グ ル タ チ オ ン 、 チ オ ク ト 酸 、 チ オ グ リ コ ー ル 酸 ナ ト リ ウ ム 、 チ オ グ リ セ ロ
ー ル 、 ア ル フ ァ － モ ノ チ オ グ リ セ ロ ー ル 及 び チ オ 硫 酸 ナ ト リ ウ ム の よ う な 含 硫 還 元 剤 ； 低
分 子 量 ポ リ ペ プ チ ド （ す な わ ち ＜ 10残 基 ） ； ヒ ト 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン 、
ゼ ラ チ ン 又 は 免 疫 グ ロ ブ リ ン の よ う な タ ン パ ク 質 ； ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン の よ う な 親 水 性
ポ リ マ ー 、 キ シ ロ ー ス 、 マ ン ノ ー ス 、 フ ル ク ト ー ス 、 グ ル コ ー ス の よ う な 単 糖 類 ； ラ ク ト
ー ス 、 マ ル ト ー ス 、 ス ク ロ ー ス の よ う な 二 糖 類 及 び ラ フ ィ ノ ー ス の よ う な 三 糖 類 ； デ キ ス
ト ラ ン の よ う な 多 糖 類 で あ り 得 る 。 安 定 剤 は 、 活 性 タ ン パ ク 質 重 量 に 対 し 0.1か ら 10,000
重 量 部 の 範 囲 で 含 ま れ 得 る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 治 療 薬 を 可 溶 化 し 撹 拌 に よ る 凝 集 か ら 治 療 用 タ ン パ ク 質 を 保 護 す る の を 助 け る た め に 、
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非 イ オ ン 界 面 活 性 剤 又 は 洗 浄 剤 （ 「 湿 潤 剤 」 と し て も 知 ら れ る ） を 加 え て も よ く 、 そ れ ら
に よ り 曝 露 対 象 の 製 剤 が タ ン パ ク 質 の 変 性 を 生 じ る こ と な く ス ト レ ス を 加 え ら れ た 表 面 を
削 り 取 ら れ る こ と も 可 能 と な る 。 適 当 な 非 イ オ ン 界 面 活 性 剤 と し て は 、 ポ リ ソ ル ベ ー ト (2
0、 80な ど )、 ポ リ オ キ サ マ ー （ 184、 188な ど ） 、 登 録 商 標 Pluronic、 ポ リ オ ー ル 、 ポ リ オ
キ シ エ チ レ ン ソ ル ビ タ ン モ ノ エ ー テ ル （ 登 録 商 標 Tween-20、 登 録 商 標 Tween-80な ど ） が 包
含 さ れ る 。 非 イ オ ン 界 面 活 性 剤 は 、 約 0.05 mg/mlか ら 約 1.0 mg/ml、 好 ま し く は 約 0.07 mg
/mlか ら 約 0.2 mg/mlの 範 囲 で 含 ま れ 得 る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 そ の 他 の 種 々 の 賦 形 剤 と し て は 、 増 量 剤 （ 例 え ば デ ン プ ン ） 、 キ レ ー ト 剤 （ 例 え ば EDTA
） 、 酸 化 防 止 剤 （ 例 え ば ア ス コ ル ビ ン 酸 、 メ チ オ ニ ン 、 ビ タ ミ ン E） 、 及 び 補 助 溶 剤 が 包
含 さ れ る 。 こ こ で 製 剤 は 、 治 療 対 象 で あ る 特 定 の 徴 候 に 必 要 と さ れ る 、 好 ま し く は 相 互 に
逆 影 響 を 及 ぼ さ な い 相 補 的 活 性 を 有 す る １ 以 上 の 活 性 化 合 物 も 包 含 し 得 る 。 例 え ば 、 免 疫
抑 制 剤 を さ ら に 提 供 す る こ と が 望 ま し く あ り 得 る 。 そ の よ う な 分 子 は 適 切 に は 、 意 図 す る
目 的 に 対 し て 効 果 の あ る 量 で 組 み 合 わ せ て 包 含 さ れ る 。 活 性 成 分 は ま た 、 例 え ば ヒ ド ロ キ
シ メ チ ル セ ル ロ ー ス 若 し く は ゼ ラ チ ン マ イ ク ロ カ プ セ ル 及 び ポ リ （ メ チ ル メ サ シ レ ー ト （
methylmethacylate） ） マ イ ク ロ カ プ セ ル な ど の 、 そ れ ぞ れ 例 え ば コ ア セ ル ベ ー シ ョ ン 技
術 又 は 界 面 重 合 に よ り 調 製 さ れ る マ イ ク ロ カ プ セ ル 中 、 コ ロ イ ド 性 試 薬 デ リ バ リ ー シ ス テ
ム 中 （ 例 え ば リ ポ ソ ー ム 、 ア ル ブ ミ ン ミ ク ロ フ ェ ア 、 マ イ ク ロ エ マ ル ジ ョ ン 、 ナ ノ 粒 子 及
び ナ ノ カ プ セ ル ） 、 あ る い は マ ク ロ エ マ ル ジ ョ ン 中 に 封 入 さ れ 得 る 。 そ の よ う な 技 術 は Re
mington's Pharmaceutical Sciences, 16th edition, A. Osal, Ed. (1980)中 に 開 示 さ れ
て い る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 イ ン ビ ボ 投 与 す る た め に 用 い ら れ る 製 剤 は 無 菌 で な け れ ば な ら な い 。 こ れ は 、 例 え ば 滅
菌 濾 過 膜 で 濾 過 す る こ と に よ り 、 容 易 に 行 な わ れ る 。 徐 放 性 製 剤 を 調 製 し て も よ い 。 徐 放
性 製 剤 の 適 当 な 例 と し て は 、 変 異 抗 体 を 含 ん だ 固 形 疎 水 性 ポ リ マ ー の 半 透 性 マ ト リ ッ ク ス
で あ っ て 、 該 マ ト リ ッ ク ス が 、 例 え ば フ ィ ル ム 又 は マ イ ク ロ カ プ セ ル の よ う な 造 形 品 の 形
態 で あ る も の が 包 含 さ れ る 。 徐 放 性 マ ト リ ッ ク ス の 例 と し て は 、 ポ リ エ ス テ ル 、 ヒ ド ロ ゲ
ル （ 例 え ば ポ リ (2‐ ヒ ド ロ キ シ エ チ ル ‐ メ タ ク リ レ ー ト )、 又 は ポ リ (ビ ニ ル ア ル コ ー ル )
） 、 ポ リ 乳 酸 （ 米 国 特 許 第 3,773,919号 ） 、 L-グ ル タ ミ ン 酸 と エ チ ル ‐ L‐ グ ル タ ミ ン 酸 の
共 重 合 体 、 非 分 解 性 エ チ レ ン 酢 酸 ビ ニ ル 、 LUPRON DEPOT（ 登 録 商 標 ） （ 乳 酸 ‐ グ リ コ ー ル
酸 共 重 合 体 及 び 酢 酸 ロ イ プ ロ リ ド か ら 成 る 注 入 可 能 な ミ ク ロ ス フ ェ ア ） の よ う な 分 解 性 乳
酸 ‐ グ リ コ ー ル 酸 共 重 合 体 、 及 び ポ リ ‐ D‐ (-)‐ 3‐ ヒ ド ロ キ シ 酪 酸 が 包 含 さ れ る 。 エ チ
レ ン 酢 酸 ビ ニ ル 及 び 乳 酸 ‐ グ リ コ ー ル 酸 の よ う な ポ リ マ ー は 分 子 を 100日 間 以 上 に わ た っ
て 放 出 可 能 と す る が 、 あ る ヒ ド ロ ゲ ル は タ ン パ ク 質 を そ れ よ り 短 い 期 間 放 出 す る 。 カ プ セ
ル 化 し た 抗 体 が 体 内 に 長 時 間 残 留 す る と 、 37℃ の 湿 潤 状 態 に 晒 さ れ る 結 果 該 抗 体 は 変 性 し
又 は 凝 集 し 得 、 生 物 活 性 を 損 失 し 免 疫 原 性 に 考 え 得 る 様 々 な 変 化 が 生 じ る こ と と な る 。 関
与 す る 機 構 に 応 じ て 安 定 化 を 行 な う た め に 、 合 理 的 な 方 策 を 講 じ る こ と が で き る 。 例 え ば
、 凝 集 機 構 が チ オ ジ ス ル フ ィ ド 交 換 を 通 じ た 分 子 間 S-S結 合 の 形 成 で あ る こ と が 判 明 し た
場 合 に は 、 ス ル フ ヒ ド リ ル 残 基 を 修 飾 し 、 酸 性 溶 液 か ら 凍 結 乾 燥 し 、 含 水 量 を 制 御 し 、 適
切 な 添 加 剤 を 用 い 、 特 異 的 な ポ リ マ ー マ ト リ ッ ク ス 組 成 物 を 開 発 す る こ と に よ り 、 安 定 化
を 達 成 し う る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 特 定 の 障 害 又 は 健 康 状 態 の 治 療 に お い て 効 果 的 な 治 療 用 ポ リ ペ プ チ ド 、 抗 体 又 は そ の 断
片 の 量 は 、 障 害 又 は 健 康 状 態 の 性 質 に 依 存 す る こ と と な り 、 標 準 的 な 臨 床 技 術 に よ っ て 決
定 す る こ と が で き る 。 可 能 で あ れ ば 、 用 量 ‐ 反 応 曲 線 を 決 定 し て 、 該 発 明 の 医 薬 組 成 物 を
先 ず は イ ン ビ ト ロ で 、 次 い で ヒ ト で の 試 験 に 先 行 し て 有 用 な 動 物 モ デ ル 系 で 決 定 す る こ と
が 望 ま し い 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 好 ま し い 具 体 例 で は 、 治 療 用 ポ リ ペ プ チ ド 、 抗 体 又 は そ の 断 片 の 水 性 溶 液 が 皮 下 注 射 に
よ っ て 投 与 さ れ る 。 各 用 量 は 体 重 1キ ロ グ ラ ム に つ き 約 0.5μ gか ら 約 50μ g、 よ り 好 ま し く
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は 体 重 1キ ロ グ ラ ム に つ き 約 3μ gか ら 約 30μ gの 範 囲 で あ り 得 る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 皮 下 投 与 の た め の 用 量 計 画 は 、 疾 病 の タ イ プ 、 疾 病 の 重 症 度 、 及 び 治 療 薬 に 対 す る 被 験
者 の 感 受 性 を 含 む 多 く の 臨 床 的 要 因 に 依 存 し て 、 一 月 に 一 回 か ら 一 日 一 回 ま で 変 わ り 得 る
。
【 ０ １ １ ４ 】
変 異 抗 体 の 用 法
　 該 発 明 の 変 異 抗 体 は ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 試 薬 と し て 用 い ら れ 得 る 。 こ の 工 程 に お い て 、
該 抗 体 は 、 こ の 分 野 で 周 知 の 方 法 を 用 い て SEPHADEX（ 商 標 ） 樹 脂 又 は ろ 紙 の よ う な 固 相 上
に 固 定 化 さ れ る 。 固 定 化 変 異 抗 体 は 精 製 対 象 の 標 的 を 含 ん だ 試 料 と 接 触 し 、 そ の 後 、 固 定
化 変 異 抗 体 に 結 合 し た 精 製 対 象 の 標 的 を 除 く 試 料 中 の 実 質 的 に 全 て の 物 質 を 除 去 す る 適 切
な 溶 媒 で 支 持 体 を 洗 浄 す る 。 最 後 に 、 グ リ シ ン 緩 衝 液 の よ う な 、 変 異 抗 体 か ら 標 的 を 放 出
さ せ る 他 の 適 切 な 溶 媒 で 該 支 持 体 を 洗 浄 す る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 変 異 抗 体 は 、 例 え ば 特 定 の 細 胞 、 組 織 、 又 は 血 清 中 に お け る 目 的 の 標 的 の 発 現 を 検 出 す
る た め の 診 断 ア ッ セ イ に も 有 用 で あ り 得 る 。 診 断 へ の 適 用 の た め 、 変 異 抗 体 は 典 型 的 に は
検 出 可 能 な 成 分 で 標 識 さ れ る 。 多 く の 標 識 が 利 用 可 能 で あ る 。 蛍 光 の 変 化 を 定 量 す る 技 術
は 上 記 の 通 り で あ る 。 化 学 発 光 基 質 は 化 学 反 応 に よ り 電 子 的 に 励 起 さ れ 、 （ 例 え ば ケ ミ ル
ミ ノ メ ー タ を 用 い て ） 定 量 し 得 る 光 を 放 出 し 又 は 蛍 光 受 容 体 に エ ネ ル ギ ー を 提 供 す る 。 酵
素 標 識 の 例 と し て は 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ （ 例 え ば ホ タ ル ル シ フ ェ ラ ー ゼ 及 び 細 菌 性 ル シ フ ェ
ラ ー ゼ ； 米 国 特 許 第 4,737,456号 ） 、 ル シ フ ェ リ ン 、 2,3－ ジ ヒ ド ロ フ タ ラ ジ ン ジ オ ン 、 リ
ン ゴ 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 ウ レ ア ー ゼ 、 セ イ ヨ ウ ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ （ HRPO） の よ う
な ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 ベ ー タ － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 グ ル コ ア ミ
ラ ー ゼ 、 リ ソ ザ イ ム 、 サ ッ カ ラ イ ド オ キ シ ダ ー ゼ （ 例 え ば グ ル コ ー ス オ キ シ ダ ー ゼ 、 ガ ラ
ク ト ー ス オ キ シ ダ ー ゼ 、 及 び グ ル コ ー ス － 6－ リ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ ） 、 ヘ テ ロ サ イ ク
リ ッ ク オ キ シ ダ ー ゼ （ 例 え ば ウ リ カ ー ゼ 及 び キ サ ン チ ン オ キ シ ダ ー ゼ ） 、 ラ ク ト ペ ル オ キ
シ ダ ー ゼ 、 ミ ク ロ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ と い っ た よ う な も の が 包 含 さ れ る 。 抗 体 に 酵 素 を 結 合
さ せ る 技 術 は O'Sullivan et al., Methods for the Preparation of Enzyme-Antibody Co
njugates for Use in Enzyme Immunoassay, in Methods in Enzym. (Ed. J. Langone & H
. Van Vunakis), Academic press, New York, 73: 147-166 (1981) に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 時 々 、 標 識 は 変 異 抗 体 に 間 接 的 に 結 合 さ れ る 。 当 業 者 で あ れ ば こ れ を 達 成 す る た め の 種
々 の 技 術 を 知 っ て い る だ ろ う 。 例 え ば 、 変 異 抗 体 を ビ オ チ ン と 結 合 さ せ る こ と が で き 、 且
つ 、 上 記 し た ３ つ の 広 い カ テ ゴ リ ー の 標 識 い ず れ を も ア ビ ジ ン と 結 合 さ せ る こ と が で き 、
又 、 逆 の 場 合 も 同 様 の こ と が い え る 。 ビ オ チ ン は ア ビ ジ ン と 選 択 的 に 結 合 し 、 従 っ て 標 識
が 間 接 的 な 方 法 で 変 異 抗 体 と 結 合 す る こ と が で き る 。 あ る い は 、 変 異 抗 体 と 標 識 の 間 接 的
な 結 合 を 達 成 す る た め 、 変 異 抗 体 は 小 さ い ハ プ テ ン （ 例 え ば ジ グ ロ キ シ ン ） と 結 合 さ れ 、
上 記 の も の と は 異 な る タ イ プ の 標 識 の 1つ が 抗 ハ プ テ ン 変 異 抗 体 （ 例 え ば 抗 ジ グ ロ キ シ ン
抗 体 ） と 結 合 さ れ る 。 こ の よ う に し て 変 異 抗 体 と 標 識 の 間 接 的 結 合 を 達 成 す る こ と が で き
る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 本 発 明 の 他 の 具 体 例 で は 、 変 異 抗 体 を 標 識 す る 必 要 は な く 、 そ の 存 在 は 変 異 抗 体 に 結 合
す る 標 識 抗 体 を 用 い て 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 本 発 明 の 抗 体 は 、 競 合 結 合 ア ッ セ イ 、 直 接 及 び 間 接 サ ン ド ウ ィ ッ チ ア ッ セ イ 、 並 び に
免 疫 沈 降 ア ッ セ イ の よ う な 、 ど の よ う な 公 知 の ア ッ セ イ に も 用 い る こ と が で き る 。 Zola, 
Monoclonal Antibodies: A Manual of Techniques, pp. 147-158 (CRC Press, Inc. 1987
)。
【 ０ １ １ ９ 】
　 競 合 結 合 ア ッ セ イ は 、 標 識 標 準 物 質 が 限 定 さ れ た 量 の 変 異 抗 体 と の 結 合 に 関 し て テ ス ト

10

20

30

40

50

(25) JP 2006-516409 A 2006.7.6



サ ン プ ル と 競 合 す る 能 力 に 依 存 し て い る 。 テ ス ト サ ン プ ル 中 の 標 的 の 量 は 、 抗 体 と 結 合 す
る こ と と な る 標 準 物 質 の 量 に 反 比 例 す る 。 結 合 す る こ と と な る 標 準 物 質 の 量 の 決 定 を 容 易
に す る た め 、 抗 体 は 一 般 的 に は 競 合 の 前 又 は 後 に 不 溶 化 さ れ る 。 そ の 結 果 、 抗 体 と 結 合 し
た 標 準 物 質 及 び テ ス ト サ ン プ ル を 、 結 合 せ ず に 残 っ て い る 標 準 物 質 及 び テ ス ト サ ン プ ル か
ら 都 合 よ く 分 離 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ で は 二 つ の 抗 体 を 使 用 し 、 該 抗 体 は そ れ ぞ れ 異 な る 免 疫 原 性 部 分
、 又 は エ ピ ト ー プ 、 又 は タ ン パ ク 質 に 結 合 し て そ れ を 検 出 す る 。 サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ で
は 、 分 析 対 象 の テ ス ト サ ン プ ル を 固 体 支 持 体 上 に 固 定 化 さ れ た 一 次 抗 体 に 結 合 さ せ 、 そ の
後 該 テ ス ト サ ン プ ル に 二 次 抗 体 を 結 合 さ せ て 、 3つ の 物 質 か ら 成 る 不 溶 性 複 合 体 を 形 成 さ
せ る 。 米 国 特 許 第 4,376,110号 を 参 照 の こ と 。 二 次 抗 体 は 、 そ れ 自 体 を 検 出 可 能 な 成 分 で
標 識 し て も よ く （ 直 接 サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ ） 、 又 は 検 出 可 能 な 成 分 で 標 識 さ れ た 抗 免 疫
グ ロ ブ リ ン 抗 体 を 用 い て 測 定 し て も よ い （ 間 接 サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ ） 。 例 え ば 、 サ ン ド
イ ッ チ ア ッ セ イ の 1つ の タ イ プ と し て は ELISAア ッ セ イ が あ り 、 こ の 場 合 で は 検 出 可 能 な 成
分 と は 酵 素 で あ る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 免 疫 組 織 化 学 の た め に は 、 腫 瘍 サ ン プ ル は 新 鮮 な も の 若 し く は 凍 結 し た も の で も よ く 、
又 は 例 え ば パ ラ フ ィ ン に 包 埋 し ホ ル マ リ ン の よ う な 防 腐 剤 で 固 定 し て も よ い 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 抗 体 は イ ン ビ ボ 診 断 ア ッ セ イ に 用 い る こ と も で き る 。 一 般 的 に 、 イ ム ノ シ ン チ オ グ ラ フ
ィ ー を 用 い て 腫 瘍 を 局 在 化 で き る よ う に 、 変 異 抗 体 は 放 射 性 ヌ ク レ オ チ ド （ 例 え ば 1 1 1 In,
 9 9 Tc, 1 4 C, 1 3 1 I, 3 H, 3 2 P又 は 3 5 S） で 標 識 さ れ る 。 例 え ば 、 本 発 明 の 高 親 和 性 抗 IgE抗
体 は 、 例 え ば 喘 息 患 者 の 肺 中 に 存 在 す る IgE量 を 検 出 す る た め に 用 い ら れ 得 る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 本 発 明 の 抗 体 は キ ッ ト で 、 す な わ ち 、 診 断 ア ッ セ イ を 行 な う た め の 指 示 書 と 共 に 試 薬 を
予 め 定 め た 量 で 組 み 合 わ せ て 包 装 し て 提 供 す る こ と が で き る 。 変 異 抗 体 が 酵 素 で 標 識 さ れ
た も の で あ る 場 合 、 該 キ ッ ト は 、 該 酵 素 が 必 要 と す る 基 質 及 び 補 助 因 子 （ 例 え ば 検 出 可 能
な 発 色 団 又 は 蛍 光 団 を 提 供 す る 基 質 前 駆 体 ） を 包 含 し 得 る 。 さ ら に は 、 安 定 化 剤 、 緩 衝 液
（ 例 え ば ブ ロ ッ ク 緩 衝 液 又 は 溶 解 緩 衝 液 ） と い っ た よ う な も の を 包 含 し 得 る 。 種 々 の 試 薬
の 相 対 量 は 、 ア ッ セ イ の 感 度 を 実 質 的 に 至 適 化 す る 溶 液 中 試 薬 濃 度 を 与 え る た め に 大 幅 に
変 化 し 得 る 。 特 に 、 試 薬 は 乾 燥 粉 末 と し て 提 供 し て も よ く 、 通 常 は 親 水 化 さ れ 、 溶 解 時 に
試 薬 溶 液 が 適 切 な 濃 度 と な る よ う に 賦 形 剤 を 包 含 し 得 る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
抗 体 の イ ン ビ ボ 使 用
　 本 発 明 の 抗 体 は 哺 乳 動 物 を 治 療 す る た め に 用 い 得 る と 想 定 さ れ る 。 1つ の 具 体 例 に お い
て 、 該 抗 体 は 、 例 え ば 前 臨 床 デ ー タ を 得 る た め に 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 に 投 与 さ れ る 。 処 置 対 象
の 模 範 的 な 非 ヒ ト 哺 乳 動 物 は 、 非 ヒ ト 霊 長 類 、 イ ヌ 、 ネ コ 、 げ っ 歯 類 、 及 び 前 臨 床 研 究 が
行 な わ れ る 他 の 哺 乳 動 物 で あ る 。 そ の よ う な 哺 乳 動 物 は 、 該 抗 体 で 治 療 す る 対 象 と な る 疾
病 の 動 物 モ デ ル を 確 立 し 得 、 又 は 目 的 の 抗 体 の 毒 性 を 研 究 す る た め に 用 い ら れ 得 る 。 こ れ
ら の 具 体 例 そ れ ぞ れ で は 、 投 与 量 の 段 階 的 増 大 の 研 究 が 哺 乳 動 物 に お い て 行 な わ れ 得 る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 抗 体 又 は ポ リ ペ プ チ ド は 、 非 経 口 、 皮 下 、 腹 腔 内 、 肺 内 、 及 び 鼻 腔 内 、 並 び に 、 局 所 的
な 免 疫 抑 制 処 置 を 所 望 す る 場 合 に は 病 巣 内 へ の 投 与 を 包 含 す る 、 い か な る 適 切 な 手 段 に よ
っ て も 投 与 さ れ る 。 非 経 口 注 入 は 、 筋 肉 内 、 静 脈 内 、 動 脈 内 、 腹 腔 内 、 又 は 皮 下 投 与 を 包
含 す る 。 さ ら に 、 変 異 抗 体 は 適 切 に は 、 パ ル ス 注 入 に よ っ て 、 特 に 減 少 し た 変 異 抗 体 用 量
で 投 与 さ れ る 。 好 ま し く は 投 薬 は 、 投 与 が 短 期 か 慢 性 的 か に 部 分 的 に 依 存 し て 、 注 射 に よ
っ て 、 最 も 好 ま し く は 静 脈 内 又 は 皮 下 注 射 に よ っ て 行 な わ れ る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 疾 病 の 予 防 又 は 治 療 に 対 し て 、 抗 体 又 は ポ リ ペ プ チ ド の 適 切 な 用 量 は 、 治 療 対 象 と な る
疾 病 の 型 、 疾 病 の 重 症 度 及 び 過 程 、 変 異 抗 体 の 投 与 が 予 防 目 的 か そ れ と も 治 療 目 的 か 、 過
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去 に 受 け た 治 療 、 患 者 の 臨 床 履 歴 及 び 該 変 異 抗 体 に 対 す る 反 応 、 並 び に 主 治 医 の 判 断 に 依
存 す る だ ろ う 。 本 発 明 の 極 高 親 和 性 抗 ヒ ト IgE抗 体 は 、 適 切 に は 1回 又 は 一 連 の 治 療 に わ た
っ て 患 者 に 投 与 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 疾 病 の 型 及 び 重 症 度 に 依 存 し て 、 例 え ば 1回 又 は 2回 以 上 別 々 に 投 与 す る に せ よ 連 続 的 に
注 入 す る に せ よ 、 約 0.1mg/kgか ら 150mg/kg（ 例 え ば 0.1～ 20mg/kg） の 抗 体 を 患 者 に 投 与 す
る 最 初 の 候 補 用 量 と す る 。 上 記 し た 要 素 に 依 存 し て 、 典 型 的 な 一 日 の 用 量 は 約 1mg/kgか ら
100mg/kg又 は そ れ 以 上 に 及 ぶ 。 数 日 間 又 は そ れ 以 上 に わ た る 反 復 投 与 の た め 、 健 康 状 態 に
依 存 し て 、 病 徴 に 所 望 の 抑 制 が 起 こ る ま で 治 療 が 続 け ら れ る 。 し か し な が ら 、 他 の 投 薬 処
方 が 有 用 で あ り 得 る 。 こ の 治 療 の 進 捗 は 、 従 来 の 技 術 及 び ア ッ セ イ に よ っ て 容 易 に モ ニ タ
ー さ れ る 。 抗 -LFA-1又 は 抗 -ICAM-1抗 体 に 対 す る 模 範 的 な 投 薬 処 方 は WO 94/04188中 に 開 示
さ れ て い る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 該 変 異 抗 体 は 、 好 適 な 医 療 行 為 と 一 致 す る 方 法 で 製 剤 さ れ 、 投 薬 、 投 与 さ れ る 。 こ れ に
関 連 し て 考 慮 さ れ る 要 素 と し て は 、 治 療 さ れ る 特 定 の 不 調 、 治 療 さ れ る 特 定 の 哺 乳 動 物 、
個 々 の 患 者 の 臨 床 状 態 、 不 調 の 原 因 、 試 薬 を 送 り 込 む 部 位 、 投 与 方 法 、 投 与 計 画 、 及 び 医
師 に 知 ら れ て い る 他 の 要 素 が 包 含 さ れ る 。 投 与 さ れ る 変 異 抗 体 の 「 治 療 に 効 果 的 な 量 」 は
、 そ の よ う な 考 慮 に よ っ て 管 理 さ れ る も の で あ り 、 疾 病 又 は 不 調 の 予 防 、 改 善 、 又 は 治 療
に 必 要 と さ れ る 最 低 限 の 量 の こ と で あ る 。 変 異 抗 体 は 、 必 要 で は な い が 任 意 で 、 問 題 と な
っ て い る 不 調 を 予 防 又 は 治 療 す る た め に 近 年 用 い ら れ て い る 1又 は 2以 上 の 薬 剤 と 共 に 製 剤
さ れ る 。 そ の よ う な 他 の 薬 剤 の 効 果 的 な 量 は 、 製 剤 中 に 存 在 す る 抗 体 の 量 、 不 調 又 は 治 療
の 型 、 及 び 上 記 し た 他 の 要 素 に 依 存 す る 。 こ れ ら は 一 般 的 に は 、 上 記 で 用 い ら れ る 通 り の
投 与 経 路 で 上 記 と 同 じ 用 量 で 、 又 は 従 来 用 い ら れ て い る 用 量 の １ か ら ９ ９ ％ の 用 量 で 用 い
ら れ る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 Iｇ Eを 標 的 と し て 認 識 す る 本 発 明 の 抗 体 は 、 「 IgE媒 介 疾 患 」 を 治 療 す る た め に 用 い ら
れ 得 る 。 こ の 疾 患 に は 、 喘 息 、 ア レ ル ギ ー 性 鼻 炎 及 び 結 膜 炎 （ 枯 草 熱 ） 、 湿 疹 、 蕁 麻 疹 、
ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 、 及 び 食 物 ア レ ル ギ ー が 包 含 さ れ る 。 例 え ば 蜂 刺 傷 、 蛇 咬 傷 、 食 物 又 は
医 薬 品 な ど に よ り 引 き 起 こ さ れ る ア ナ フ ィ ラ キ シ ー シ ョ ッ ク の 重 篤 な 生 理 的 状 態 も ま た 、
本 発 明 の 範 疇 に 包 含 さ れ る 。
【 実 施 例 】
【 ０ １ ３ ０ 】
　 下 記 実 施 例 は 例 示 す る た め の も の で あ り 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ １ ３ １ 】
実 施 例 1　 抗 IgEマ ウ ス  MAb TES-C21の ヒ ト 化
　 マ ウ ス mAb TES-C21の 重 鎖 可 変 領 域 （ V H ） 及 び 軽 鎖 可 変 領 域 （ V L ） の 配 列 を 、 公 共 の デ
ー タ ベ ー ス か ら 利 用 可 能 な ヒ ト 抗 体 生 殖 系 列 配 列 と 比 較 し た 。 上 記 工 程 1に 記 載 し た と お
り 鋳 型 を 決 定 す る 際 に 、 全 体 長 、 フ レ ー ム ワ ー ク 内 の 類 似 の CDR位 置 、 全 体 の 相 同 性 、 CDR
の サ イ ズ な ど を 含 ん だ 、 数 種 の 判 定 基 準 を 用 い た 。 図 3A及 び 3Bに 表 さ れ た 、 TES-C21 MAb
の 重 鎖 及 び 軽 鎖 配 列 と そ れ ぞ れ の ヒ ト 鋳 型 配 列 と の 間 の 配 列 ア ラ イ ン メ ン ト で 示 さ れ る と
お り 、 一 括 し て 考 慮 さ れ た こ れ ら の 基 準 の 全 て か ら 最 適 な ヒ ト 鋳 型 を 選 択 す る た め の 結 果
が 得 ら れ た 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 こ の 場 合 に お い て は 、 こ の 抗 体 を 設 計 す る た め に 1以 上 の ヒ ト フ レ ー ム ワ ー ク 鋳 型 を 用
い た 。 V H 鎖 に 選 ん だ ヒ ト 鋳 型 は 、 DP88（ aa残 基 1-95） 及 び JH4b（ aa残 基 103-113） の 組 み
合 わ せ で あ っ た （ 図 3B参 照 ） 。 V L 鎖 に 選 ん だ ヒ ト 鋳 型 は 、 JK4（ aa残 基 98-107） と 組 み 合
わ せ た L16（ VKサ ブ グ ル ー プ III、 aa残 基 1-87） の 組 み 合 わ せ で あ っ た （ 図 3A参 照 ） 。 マ ウ
ス 配 列 と ヒ ト 鋳 型 と の 間 の フ レ ー ム ワ ー ク 相 同 性 は 、 V H で 約 70％ 、 V L で 約 74％ で あ っ た 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 一 旦 鋳 型 を 選 択 し て 、 上 記 及 び 図 2に 示 す と お り DNA合 成 及 び 重 複 PCRに よ っ て Fabラ イ ブ
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ラ リ ー を 構 築 し た 。 該 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 そ れ ぞ れ の 選 択 ヒ ト 鋳 型 、 DP88/JH4b及 び L16/JK4
と 共 に 合 成 さ れ た 合 成 TES-C21 CDRで 構 成 さ れ た 。 ラ イ ブ ラ リ ー の 複 雑 度 (complexity)は 4
096（ ＝ 2 1 2 ） で あ っ た 。 V H 及 び V L 配 列 の 一 部 を コ ー ド す る 重 複 ヌ ク レ オ チ ド は 、 18な い し
21ヌ ク レ オ チ ド の 重 複 を 含 む 約 63な い し 約 76ヌ ク レ オ チ ド の 範 囲 で 合 成 さ れ た 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 V L 及 び V H 遺 伝 子 の PCR増 幅 は 、 フ レ ー ム ワ ー ク 領 域 FR1に 特 異 的 な 配 列 及 び リ ー ダ ー 配 列
（ 遺 伝 子 III） の 末 端 に ア ニ ー ル す る 重 複 配 列 を 含 ん だ ビ オ チ ン 化 フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー
並 び に 保 存 さ れ た 定 常 領 域 （ CK又 は CH1） 由 来 の リ バ ー ス プ ラ イ マ ー を 用 い て 、 標 準 的 な P
CR条 件 下 で 行 な わ れ た 。 PCR産 物 は 、 ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 に よ っ て 、 又 は 市 販 の PCR精
製 キ ッ ト に よ っ て 精 製 し 、 組 み 込 ま れ な か っ た ビ オ チ ン 化 プ ラ イ マ ー 及 び 非 特 異 的 PCRを
除 去 し た 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 PCR産 物 の 5'リ ン 酸 化 は 、 2μ gの PCR産 物 、 1μ Lの T4ポ リ ヌ ク レ オ チ ド キ ナ ー ゼ （ 10ユ ニ
ッ ト ／ μ L） 、 2μ Lの 10× PNK緩 衝 液 、 1μ Lの 10mM ATPを 、 ddH 2 Oに て 全 量 20μ Lに 調 製 し て
行 な っ た 。 37℃ で 45分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 65℃ で 10分 間 熱 変 性 し た 後 、 次 の 工 程 の た め
に 反 応 液 量 を ddH 2 Oに て 200μ Lに 調 製 し た 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 被 膜 し た 磁 気 ビ ー ズ 100μ Lを 、 200μ Lの 2× B&W緩 衝 液 で 2回 洗 浄 し
、 200μ Lの 2× B&W緩 衝 液 中 に 再 懸 濁 し た 。 リ ン 酸 化 さ れ た PCR産 物 を ビ ー ズ と 混 合 し 、 室
温 （ RT） で 16分 間 穏 や か に 振 と う し な が ら イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 該 ビ ー ズ を 沈 降 さ せ 、 200μ Ｌ の 2× B&W緩 衝 液 で 2回 洗 浄 し た 。 調 製 し た て の 0.15M NaOH
 300μ Lに て RTで 10分 間 穏 や か に 振 と う し な が ら 、 非 ビ オ チ ン 化 ssDNA（ マ イ ナ ス 鎖 ） を 溶
出 し た 。 二 度 目 の NaOH溶 出 に よ っ て 、 収 量 を 若 干 増 や す こ と が で き る （ 任 意 ） 。 溶 出 液 を
遠 心 し て 極 微 量 の ビ ー ズ も 除 去 し た 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 1μ Lの グ リ コ ー ゲ ン （ 10mg/mL） 、 1/10量 の 3M NaOAc（ pH5.2） 、 及 び 2.5倍 量 の EtOHを
加 え る こ と に よ り 、 上 清 か ら ssDNAを 沈 殿 さ せ た 。 沈 殿 し た ssDNAは 次 い で 70％  EtOHで 洗
浄 し 、 3分 間 凍 結 乾 燥 し て 20μ Lの ddH 2 O中 に 溶 解 し た 。 DNA標 準 と 共 に 臭 化 エ チ ジ ウ ム （ Et
Br） ア ガ ロ ー ス プ レ ー ト 上 に ス ポ ッ ト す る こ と に よ り 、 又 は OD 2 6 0 を 測 定 す る こ と に よ り
、 該 ssDNAを 定 量 し た 。
【 ０ １ ３ ９ 】
実 施 例 2　 フ ァ ー ジ 発 現 ベ ク タ ー 中 へ の V H 及 び V L の ク ロ ー ニ ン グ
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 変 異 誘 発 に よ り 、 V H 及 び V L を フ ァ ー ジ 発 現 ベ ク タ ー 中 に ク ロ ー
ニ ン グ し た 。 ウ リ ジ ル 化 し た 鋳 型 は 大 腸 菌 CJ236株 （ dut -  ung - ） を M13ベ ー ス の フ ァ ー ジ
（ フ ァ ー ジ 発 現 ベ ク タ ー TN003） に 感 染 さ せ る こ と に よ り 調 製 し た 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 85℃ の 温 度 を 5分 間 維 持 （ 変 性 ） し た 後 、 1時 間 か け て 55℃ ま で 温 度 を 低 下 さ せ る PCRに
よ り 、 次 の 成 分 ［ 200ngの ウ リ ジ ル 化 フ ァ ー ジ ベ ク タ ー （ 8.49kb） ； 92ngの リ ン 酸 化 一 本
鎖 H鎖 （ 489塩 基 ） ； 100ngの リ ン 酸 化 一 本 鎖 L鎖 （ 525塩 基 ） ； 1μ Lの 10× ア ニ ー リ ン グ 緩
衝 液 ； ddH 2 Oで 10μ Lに 調 製 ］ を ア ニ ー ル さ せ た （ 挿 入 断 片 は 分 子 量 で ベ ク タ ー の 8倍 量 を
使 用 ） 。 該 サ ン プ ル を 氷 上 で 冷 却 し た 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 該 ア ニ ー ル 産 物 に 次 の 成 分 を 加 え た ： 1.4μ Lの 10× 合 成 緩 衝 液 ； 0.5μ Lの T4 DNAリ ガ ー
ゼ （ 1ユ ニ ッ ト ／ μ Ｌ ） ； 1μ Lの T4 DNAポ リ メ ラ ー ゼ （ 1ユ ニ ッ ト ／ μ Ｌ ） 、 こ れ を 氷 上 で
5分 間 、 次 い で 37℃ で 1.5時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 該 産 物 を エ タ ノ ー ル 沈 殿 し 、 10μ Lの d
dH 2 O又 は TE中 に 溶 解 し た 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 DNAを 1μ Lの XbaI（ 10ユ ニ ッ ト ／ μ Ｌ ） で 2時 間 消 化 し 、 65℃ で 20分 間 熱 失 活 さ せ た 。 消
化 DNAを エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン に よ り 50μ Lの 電 気 的 コ ン ピ テ ン ト セ ル DH10B中 に ト ラ ン
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ス フ ェ ク ト し た 。 37℃ に て 一 晩 、 XL-1Blue細 菌 叢 上 で 増 殖 さ せ る こ と に よ り 、 反 応 生 成 フ
ァ ー ジ の 力 価 を 測 定 し た 。 ク ロ ー ン の 配 列 を 決 定 し 、 組 成 物 を 確 認 し た 。
【 ０ １ ４ ３ 】
実 施 例 3　 ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ の た め の 深 型 ウ ェ ル 培 養
A.　 フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー の プ レ ー テ ィ ン グ
　 プ レ ー ト 当 た り の 所 望 の プ ラ ー ク 数 を 得 る た め 、 フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ リ ー を LB培 地 中 に 希
釈 し た 。 力 価 の 高 い フ ァ ー ジ を 200μ Ｌ の XL-1B細 胞 培 養 液 と 混 合 し た 。 3mLの LBト ッ プ ア
ガ ー を 混 合 し 、 LBプ レ ー ト 上 に 注 ぎ 、 室 温 に 10分 間 放 置 し た 。 該 プ レ ー ト を 37℃ で 一 晩 イ
ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ １ ４ ４ 】
B.　 フ ァ ー ジ 溶 出
　 滅 菌 U底 96ウ ェ ル プ レ ー ト の 各 ウ ェ ル に 100μ Lの フ ァ ー ジ 溶 出 緩 衝 液 （ 10mM Tris-Cl, p
H 7.5, 10mM EDTA, 100mM NaCl） を 加 え た 。 フ ィ ル タ ー 付 ピ ペ ッ ト チ ッ プ を 用 い て 、 一 晩
置 い た ラ イ ブ ラ リ ー プ レ ー ト か ら ウ ェ ル へ 単 一 の フ ァ ー ジ プ ラ ー ク を 移 し た 。 該 フ ァ ー ジ
溶 出 プ レ ー ト を 37℃ で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 該 プ レ ー ト は イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 4℃
で 保 存 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
C.　 深 型 ウ ェ ル プ レ ー ト の た め の 培 養
　 50mLの 培 養 液 か ら 得 た XL1B細 胞 を 1： 100希 釈 と な る よ う に 2× YT培 地 に 加 え た 。 該 細 胞
は 、 A 6 0 0 が 0.9か ら 1.2の 間 に な る ま で 振 と う 器 中 に て 37℃ で 増 殖 さ せ た 。
【 ０ １ ４ ６ 】
D.　 深 型 ウ ェ ル 中 で の フ ァ ー ジ の 感 染
　 細 胞 が 適 切 な ODに 達 し た 時 に 、 XL1B培 養 液 に 1Mの IPTG（ 1:2000） を 加 え た 。 IPTGの 終 濃
度 は 0.5mMで あ っ た 。 750μ Lの 細 胞 培 養 液 を 96ウ ェ ル の 深 型 ウ ェ ル プ レ ー ト （ Fisher Scie
ntific） の 各 ウ ェ ル に 移 し た 。 各 ウ ェ ル は 25μ Lの 溶 出 フ ァ ー ジ と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し
た 。 深 型 ウ ェ ル プ レ ー ト を 振 と う 器 （ 250rpm） 中 に 置 い て 37℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た
。
【 ０ １ ４ ７ 】
E.　 ELISAス ク リ ー ニ ン グ の た め の 上 清 の 調 製
　 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 該 深 型 プ レ ー ト を Beckman JA-5.3 plate rotorを 用 い て 3,250 
rpmで 20分 間 遠 心 し た 。 ELISAの た め に 、 各 ウ ェ ル か ら 50μ Lの 上 清 を 回 収 し た 。
【 ０ １ ４ ８ 】
F.　 XL-1細 胞 培 養 液 15mLの 接 種
　 A 6 0 0 ＝ 0.9～ 1.2に な る ま で 、 10μ g/mLの テ ト ラ サ イ ク リ ン を 含 む 2× YT中 で 、 振 と う 器
（ 250rpm） 中 に て 37℃ で XL-1を 増 殖 さ せ た 。 IPTGを 終 濃 度 0.5mMと な る よ う に 添 加 し 、 各
ク ロ ー ン の 性 状 解 析 を す る た め に 、 15mLの 該 培 養 液 を 50mLの コ ニ カ ル チ ュ ー ブ に 移 し た 。
該 細 胞 を 高 力 価 ス ト ッ ク （ 力 価 ＝ ～ 10 1 1 pfu/mL） 由 来 の フ ァ ー ジ 10μ Lで 接 種 し 、 37℃ で 1
時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 該 細 胞 は 室 温 で 振 と う し な が ら 一 晩 増 殖 さ せ た 。
【 ０ １ ４ ９ 】
G.　 ペ リ プ ラ ズ ム か ら の 可 溶 性 Fabの 単 離
　 該 細 胞 を IEC遠 心 器 に て 4,500rpmで 20分 間 遠 心 し て ペ レ ッ ト に し た 。 培 養 培 地 を 取 り 除
き 、 ペ レ ッ ト を 650μ Lの 再 懸 濁 緩 衝 液 （ 1mM EDTAを 含 む 50mMト リ ス , pH 8.0及 び 500mMス
ク ロ ー ス ） 中 に 再 懸 濁 し 、 ボ ル テ ッ ク ス し 、 穏 や か に 振 と う さ せ な が ら 1時 間 氷 上 に 置 い
た 。 細 胞 片 は 9,000rpmで 10分 間 4℃ に て 遠 心 し て 取 り 除 い た 。 可 溶 性 Fabを 含 む 上 清 を 回 収
し 4℃ に 保 存 し た 。
【 ０ １ ５ ０ 】
実 施 例 4　 フ レ ー ム ワ ー ク 修 飾
　 上 記 し た 潜 在 的 に 重 要 な 部 位 の フ レ ー ム ワ ー ク 内 に 、 12個 の マ ウ ス ／ ヒ ト ゆ ら ぎ 残 基 が
存 在 し た 。 V H 中 の 部 位 73は 、 ヒ ト 化 ラ イ ブ ラ リ ー 中 で マ ウ ス 残 基 で あ る ス レ オ ニ ン を 維 持
し た 。 な ぜ な ら こ の 部 位 は 結 合 に 影 響 す る も の と 決 定 さ れ た か ら で あ る 。 し か し な が ら 、
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VH73に お け る ス レ オ ニ ン は ヒ ト 生 殖 系 列 V H サ ブ グ ル ー プ 1及 び 2に お い て 共 通 の ヒ ト 残 基 で
あ る こ と が 既 に 知 ら れ て い る 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 TES-C21配 列 と ヒ ト 鋳 型 と の 間 で 異 な る フ レ ー ム ワ ー ク 残 基 は 上 記 し た と お り ラ ン ダ ム
に 置 換 さ れ 、 次 い で そ れ ら の 標 的 へ の 結 合 及 び 抗 体 の 折 り 畳 み に 及 ぼ す 潜 在 的 影 響 を 評 価
し た 。 結 合 に 影 響 し た か も し れ な い 潜 在 的 な フ レ ー ム ワ ー ク 残 基 が 同 定 さ れ た 。 こ の 場 合
で は 、 そ れ ら は V H 中 の 12, 27, 43, 48, 67, 69番 目 の 残 基 、 及 び V L 中 の 1, 3, 4, 49, 60,
 85番 目 の 残 基 で あ っ た （ カ バ ッ ト の 番 号 系 ） 。 （ 図 4参 照 ） V H 領 域 に お い て 27番 目 及 び 69
番 目 の 部 位 の み が 結 合 に 有 意 に 影 響 す る と い う こ と が 後 に 証 明 さ れ た （ ク ロ ー ン 番 号 1136
-2C） 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 行 な っ た 一 次 ス ク リ ー ニ ン グ は 、 培 養 培 地 を 用 い た single point ELISA (SPE)で あ っ た
（ 下 記 の 記 載 を 参 照 の こ と ） 。 一 次 ス ク リ ー ニ ン グ に よ っ て 抗 体 の 標 的 分 子 に 結 合 す る ク
ロ ー ン を 選 抜 し た 。 親 分 子 と 同 等 又 は よ り 強 い シ グ ナ ル を 有 す る ク ロ ー ン を 次 の ス ク リ ー
ニ ン グ の た め に 選 抜 し た 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 2回 目 の ス ク リ ー ニ ン グ で 、 個 々 の フ ァ ー ジ を 15mlの 細 菌 培 養 液 中 で 増 殖 さ せ 、 ペ リ プ
ラ ズ ム 標 本 を SPE及 び ELISA力 価 ア ッ セ イ に 用 い た 。 こ の ア ッ セ イ で 高 い 結 合 を 保 持 し て い
た ク ロ ー ン の 性 状 解 析 を さ ら に 行 な っ た 。 一 旦 全 て の 初 回 選 抜 ク ロ ー ン を 処 理 し 、 上 位 10
～ 15％ の ク ロ ー ン の 配 列 を 決 定 し て 、 該 ク ロ ー ン を 配 列 に 従 っ て 並 べ た 。 各 配 列 群 の 代 表
例 を 相 互 に 比 較 し 、 最 良 の ク ロ ー ン を 選 択 し た 。 こ れ ら の 選 択 ク ロ ー ン 由 来 の 配 列 を 組 み
合 わ せ て 、 種 々 の 組 み 合 わ せ の 効 果 を 評 価 し た 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 構 築 し た ラ イ ブ ラ リ ー を ELISAス ク リ ー ニ ン グ に 付 し て 、 組 換 え ヒ ト IgE、 SE44と の 結 合
の 向 上 で 選 抜 し た 。 マ ウ ス TES-C21の Fabよ り 強 い 結 合 親 和 性 を 有 す る ク ロ ー ン を 同 定 し 、
配 列 決 定 し た 。 ク ロ ー ン ID番 号 4, 49, 72, 76, 及 び 136に つ い て さ ら に 性 状 解 析 を 行 な っ
た 。 ク ロ ー ン 4, 49, 72, 78, 及 び 136に 対 す る ELISA力 価 曲 線 を 図 5A及 び 5Bに 示 す 。 こ れ
ら の 図 は こ れ ら の ク ロ ー ン の 親 和 性 が 親 で あ る TES-C21に 類 似 し て い る こ と を 示 し て い る
。 こ れ ら の ク ロ ー ン は 、 ヒ ト IgEへ の 結 合 に 関 し て マ ウ ス TES-C21と 競 合 す る も の で あ り 、
ヒ ト 化 工 程 で 結 合 エ ピ ト ー プ が 変 化 し て い な か っ た と い う こ と が わ か る 。 ヒ ト 化 Fabは Fc
ε RI結 合 IgEと は 結 合 せ ず 、 こ の こ と は 、 こ れ ら よ り 二 価 IgGを 構 築 し た 場 合 に 、 該 ヒ ト 化
抗 体 が ヒ ス タ ミ ン の 放 出 を 引 き 起 こ す レ セ プ タ ー を 架 橋 す る 可 能 性 が よ り 低 い と い う こ と
を 示 し て い る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 ヒ ト 化 ク ロ ー ン 136は 、 5個 の マ ウ ス 重 鎖 フ レ ー ム ワ ー ク 残 基 を 保 持 し （ ヒ ト V H フ レ ー ム
ワ ー ク と の 相 同 性 は 94.3%） 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー マ チ ュ レ ー シ ョ ン に よ っ て 選 択 さ れ た 100％
の ヒ ト 軽 鎖 フ レ ー ム ワ ー ク を 有 し て い た 。 ヒ ト 化 Fabに よ る IgEの Fcε RIへ の 結 合 の 阻 害 を
実 証 し た （ 図 6） 。
【 ０ １ ５ ６ 】
実 施 例 5　 抗 IgEの ス ク リ ー ニ ン グ の た め の シ ン グ ル ポ イ ン ト ELISAプ ロ ト コ ー ル
　 プ レ ー ト を 、 炭 酸 コ ー テ ィ ン グ 緩 衝 液 中 に 溶 解 し た 2μ g/mLの ヒ ツ ジ 抗 ヒ ト Fdで 4℃ に て
一 晩 被 覆 し た 。 コ ー テ ィ ン グ 溶 液 を 取 り 除 き 、 該 プ レ ー ト を 200μ L／ ウ ェ ル の 3％  BSA/PB
Sで 37℃ に て 1時 間 ブ ロ ッ キ ン グ し た 。 該 プ レ ー ト を PBS／ 0.1％  TWEEN（ 登 録 商 標 ） （ PBST
） で ４ 回 洗 浄 し 、 50μ L／ ウ ェ ル の Fabサ ン プ ル （ す な わ ち 、 高 力 価 フ ァ ー ジ 及 び 分 泌 Fab
若 し く は DMBブ ロ ッ ク 由 来 の ペ リ プ ラ ズ ム 標 本 を 含 ん だ 上 清 、 又 は 15mLの 標 本 ） を 加 え た
。 プ レ ー ト を 室 温 に て 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 PBSTで ４ 回 洗 浄 し た 。 次 い で 、 0.5% BSA/
PBS及 び 0.05％  TWEEN（ 登 録 商 標 ） 中 に 希 釈 し て 0.015μ g/mLと し た ビ オ チ ン 化 SE44を 50μ
L／ ウ ェ ル 添 加 し た 。 プ レ ー ト を 次 い で 室 温 に て 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し PBSTで ４ 回 洗 浄 し
た 。 0.5% BSA/PBS及 び 0.05％  TWEEN（ 登 録 商 標 ） 中 に 1： 2000希 釈 し た ス ト レ プ ト ア ビ ジ
ン HRPを 50μ L／ ウ ェ ル 添 加 し 、 プ レ ー ト を 室 温 に て 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 該 プ レ ー
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ト を PBSTで ６ 回 洗 浄 し た 。 50μ L／ ウ ェ ル の TMB基 質 （ sigma） を 添 加 し て 発 色 さ せ 、 次 い
で 50μ L／ ウ ェ ル の 0.2M H 2 SO 4 を 加 え て 停 止 し た 。
【 ０ １ ５ ７ 】
実 施 例 6　 ELISA力 価 測 定 ： 抗 IgE
　 プ レ ー ト を 、 炭 酸 コ ー テ ィ ン グ 緩 衝 液 中 に 溶 解 し た 0.25μ g/mL（ 精 製 Fab 0.1μ g/mLに
対 し ） の SE44で 4℃ に て 一 晩 被 覆 し た 。 コ ー テ ィ ン グ 溶 液 を 取 り 除 き 、 該 プ レ ー ト を 200μ
L／ ウ ェ ル の 3％  BSA/PBSで 37℃ に て 1時 間 ブ ロ ッ キ ン グ し た 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 該 プ レ ー ト を PBS／ 0.1％  TWEEN（ 登 録 商 標 ） （ PBST） で ４ 回 洗 浄 し た 。 0.5% BSA/PBS及
び 0.05％  TWEEN（ 登 録 商 標 ） 20で 1： 2希 釈 か ら 3倍 希 釈 ま で 段 階 的 に 希 釈 し た Fab（ 15mLの
ペ リ プ ラ ズ ム 標 本 由 来 ） 希 釈 液 を 50μ L／ ウ ェ ル 添 加 し た 。 該 プ レ ー ト を 室 温 に て 2時 間 イ
ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 該 プ レ ー ト を PBSTで ４ 回 洗 浄 し 、 0.5% BSA/PBS及 び 0.05％  TWEEN（ 登 録 商 標 ） 20中 に 1:
1000 (0.8μ g/ml)希 釈 し た ビ オ チ ン － ヒ ツ ジ 抗 ヒ ト Fd希 釈 液 を 50μ L／ ウ ェ ル 添 加 し た 。
プ レ ー ト を 再 度 室 温 に て 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 PBSTで ４ 回 洗 浄 後 、 0.5% BSA/PBS及 び 0.05％  TWEEN（ 登 録 商 標 ） 20中 で 1： 2000希 釈 し
た Neutra-avidin-AP（ 0.9μ g/mL） を 50μ L／ ウ ェ ル 添 加 し 、 プ レ ー ト を 室 温 に て 1時 間 イ
ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 該 プ レ ー ト を PBSTで ４ 回 洗 浄 し た 。 50μ L／ ウ ェ ル の pNPP基 質 を 加 え て 発 色 さ せ た 。 50
μ L／ ウ ェ ル の 3M NaOHを 添 加 し て 発 色 を 停 止 し た 。 405nm又 は 410nmに お け る 各 ウ ェ ル の 吸
光 度 を 測 定 し た 。
【 ０ １ ６ ２ 】
実 施 例 7　 M13フ ァ ー ジ か ら 発 現 さ れ た 可 溶 性 Fabの ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 の た め の プ ロ ト コ
ー ル
1日 目
　 10mg/mLの テ ト ラ サ イ ク リ ン を 含 む 500mLの 培 養 液 （ 2× YT） 2つ に 、 5mLの オ ー バ ー ナ イ
ト ス ト ッ ク XL1Bを 植 菌 し 、 A600＝ 0.9～ 1.2と な る ま で 37℃ で 増 殖 さ せ た 。 IPTGを 0.5mMの
濃 度 で 添 加 し た 。 該 細 胞 培 養 液 そ れ ぞ れ に 200μ Ｌ の フ ァ ー ジ を 感 染 さ せ 、 37℃ で 1時 間 振
と う 培 養 し た 。 そ の 後 、 細 胞 を 25℃ で 一 晩 振 と う し て 増 殖 さ せ た 。
【 ０ １ ６ ３ 】
2日 目
　 250mL遠 心 チ ュ ー ブ を 用 い て 3500× ｇ で 30分 間 4℃ に て 遠 心 し 、 細 胞 を 沈 殿 さ せ た 。 培 養
液 を 吸 引 し 、 ペ レ ッ ト を 全 量 12～ 15mLの 溶 解 緩 衝 液 （ 緩 衝 液 A＋ プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 カ ク
テ ル ） 中 に 再 懸 濁 し た 。
【 ０ １ ６ ４ 】
緩 衝 液 A： （ 1リ ッ ト ル ）
50mM NaH 2 PO 4 　 　 　 　 　 　 6.9g NaH 2 PO 4 H 2 O (又 は  6g NaH 2 PO 4 )
300mM NaCl　 　 　 　 　 　 　 17.54g NaCl
10mM イ ミ ダ ゾ ー ル 　 　 　 　 0.68g イ ミ ダ ゾ ー ル  (MW 68.08)
NaOHで pH8.0に 調 整
溶 解 緩 衝 液 ：
25mLの 緩 衝 液 Aと Complete Protease Inhibitor Cocktail (Roche, Basel, Switzerland) 
1錠 を 混 合
【 ０ １ ６ ５ 】
　 再 懸 濁 し た 細 胞 を 50mLの コ ニ カ ル チ ュ ー ブ に 移 し 、 100μ Lの 100mg/mLリ ゾ チ ー ム を 加 え
て 、 混 合 物 が 小 塊 状 に な っ て 動 く よ う に な る （ 溶 解 に 起 因 ） ま で チ ュ ー ブ を 数 回 反 転 さ せ
て 溶 解 し た 。 細 胞 を 氷 上 で 超 音 波 破 砕 し 、 10μ Lの DNase I（ 約 1000ユ ニ ッ ト ） を 加 え て 4

10

20

30

40

50

(31) JP 2006-516409 A 2006.7.6



℃ で 30分 間 穏 や か に 振 と う し た 。 50mLの 遠 心 チ ュ ー ブ を 用 い て 12000× ｇ で 30分 間 4℃ に て
遠 心 し 、 小 片 を 沈 殿 さ せ た 。 上 清 を 新 し い コ ニ カ ル チ ュ ー ブ に 移 し 、 4℃ に 保 存 し た 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 製 造 者 の プ ロ ト コ ー ル に 従 い 、 Ni-NTア ガ ロ ー ス （ Qiagen, カ リ フ ォ ル ニ ア 州 Valencis
） を 用 い て 可 溶 性 Fabを 精 製 し た 。 溶 解 物 を Ni-NTAと 混 合 し カ ラ ム に 注 い だ 。 SDS-PAGE解
析 に 付 す る た め 流 出 液 を 回 収 し た 。 該 カ ラ ム を 20mLの 緩 衝 液 （ 50mM NaH 2 PO 4 , 300mM NaCl
, 15mイ ミ ダ ゾ ー ル , NaOHで pH8.0に 調 整 ） で 洗 浄 し 、 次 い で 20mLの 50mM NaH 2 PO 4 , 300mM 
NaCl, 20mMイ ミ ダ ゾ ー ル で 洗 浄 し た 。 Fabを 6× 500μ Lの 溶 出 緩 衝 液 （ 50mM NaH 2 PO 4 , 300m
M NaCl, 450mM イ ミ ダ ゾ ー ル , NaOHで pH8.0に 調 整 ） で 溶 出 さ せ 、 SDS-PAGEで 解 析 し た 。
カ ラ ム 分 画 を 4℃ に 保 存 し た 。 カ ラ ム 分 画 を SDS-PAGEで 解 析 し 、 Fabを 最 も 多 量 に 含 む 分 画
を 選 ん で PBS中 で 4℃ に て 透 析 し た 。
【 ０ １ ６ ７ 】
実 施 例 8　 可 溶 性 レ セ プ タ ー ア ッ セ イ
　 ELISAに 適 し た 96ウ ェ ル ア ッ セ イ プ レ ー ト を 、 0.05mLの 0.5μ g/mL Fcε RIア ル フ ァ 鎖 レ
セ プ タ ー コ ー テ ィ ン グ 緩 衝 液 （ 50mM炭 酸 水 素 塩 ／ 炭 酸 水 素 塩 、 pH9.6） で 4～ 8℃ に て 12時
間 被 覆 し た 。 ウ ェ ル を 吸 引 し 、 250μ Lの ブ ロ ッ キ ン グ 緩 衝 液 （ PBS, 1 % BSA, pH 7.2） を
加 え て 37℃ で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 別 々 の ア ッ セ イ プ レ ー ト を 用 い て 、 サ ン プ ル と
引 例 の TES-C21 MAbの 200～ 0.001μ g/mLの 力 価 を 、 ア ッ セ イ 緩 衝 液 （ 0.5% BSA及 び 0.05% T
ween 20, PBS, pH 7.2） で 1： 4希 釈 し て 測 定 し 、 等 量 の 100ng/mLビ オ チ ン 化 IgEを 添 加 し
て 該 プ レ ー ト を 25℃ で 2～ 3時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 Fcε RIで 被 覆 さ れ た ウ ェ ル を PBS及
び 0.05％  TWEEN20で 3回 洗 浄 し 、 該 ウ ェ ル に サ ン プ ル ウ ェ ル か ら 50μ Lを 移 し 入 れ て 、 25℃
で 30分 間 揺 り 動 か し な が ら イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ア ッ セ イ 緩 衝 液 で 1： 2000希 釈 し た 1mg/m
Lス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － HRPを 50μ L／ ウ ェ ル 加 え て 揺 り 動 か し な が ら 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー
ト し 、 次 い で 該 プ レ ー ト を 前 記 の 通 り 洗 浄 し た 。 50μ L／ ウ ェ ル の TMB基 質 を 加 え て 発 色 さ
せ た 。 等 量 の 0.2M H 2 SO 4 を 加 え て 反 応 を 停 止 し 、 450nmに お け る 吸 光 度 を 測 定 し た 。
【 ０ １ ６ ８ 】
実 施 例 9　 IgEと 会 合 し た Fcε RIへ の 抗 体 の 結 合
　 Fcε RIの ア ル フ ァ － サ ブ ユ ニ ッ ト と 会 合 し た ヒ ト IgEへ の 抗 体 の 結 合 を 、 10μ g/mLヒ ト I
gEで 4℃ に て 30分 間 前 イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ り 決 定 し た 。 プ レ ー ト を 3回 洗 浄 し 、 種
々 の 濃 度 の マ ウ ス 抗 ヒ ト IgE mAb E-10-10又 は ヒ ト 化 Fab変 異 体 の い ず れ か と 共 に 1時 間 イ
ン キ ュ ベ ー ト し た 。 Fabの 結 合 は ビ オ チ ン 標 識 抗 ヒ ト Fd抗 体 で 検 出 し 、 次 い で SA-HRPを 行
な っ た 。 マ ウ ス ab E10-10は 、 ヤ ギ 抗 マ ウ ス Ig Fc HRP結 合 Abに よ っ て 検 出 し た 。
【 ０ １ ６ ９ 】
実 施 例 10　 ク ロ ー ン の 性 状 解 析
　 各 候 補 は 結 合 親 和 性 に つ い て 分 析 し 、 陽 性 ク ロ ー ン を 配 列 決 定 し た 。 結 合 親 和 性 の 増 大
を も た ら す 有 益 な 変 異 を CDR中 に 有 す る 変 異 抗 体 は さ ら に 性 状 解 析 し た 。 ア ッ セ イ は Biaco
re解 析 ； IgEの レ セ プ タ ー へ の 結 合 阻 害 ； 及 び IgEと 結 合 し た レ セ プ タ ー の 架 橋 を 包 含 す る
。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 変 異 体 の ラ イ ブ ラ リ ー を 作 製 し た 。 親 和 性 の 向 上 を 示 し た 種 々 の CDRの ア ミ ノ 酸 配 列 を
表 1中 に 示 す 。 図 7は 置 換 の 組 み 合 わ せ を 有 す る 高 親 和 性 候 補 を 表 す 。
【 ０ １ ７ １ 】
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ７ ２ 】
　 19個 の 重 鎖 変 異 体 を 図 9に 、 及 び 35個 の 軽 鎖 変 異 体 を 図 8に 示 す 。 3つ の 候 補 に つ い て 、
結 合 親 和 性 の 特 性 決 定 を さ ら に 行 な っ た 。 そ の 結 果 を 表 2に 示 す 。
【 ０ １ ７ ３ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ７ ４ 】
実 施 例 11　 抗 IgE抗 体 の 発 現 と 精 製 並 び に HRPと の 結 合
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　 高 親 和 性 の MAb候 補 を 作 製 し た 。 無 傷 の 抗 IgE MAbを 作 製 す る た め 、 重 鎖 及 び 軽 鎖 可 変 領
域 を フ ァ ー ジ ベ ク タ ー 鋳 型 か ら PCR増 幅 し 、 H鎖 及 び L鎖 発 現 ベ ク タ ー 中 に CMVプ ロ モ ー タ ー
下 で 別 々 に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し た 。 6つ の 全 抗 体 ク ロ ー ン を 構 築 し た 。 そ れ を 図 10A～ Fに
示 す 。 こ の 分 野 で 周 知 の 技 術 に よ っ て 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン を 用 い て 適 切 な 重 鎖 及 び
軽 鎖 プ ラ ス ミ ド を マ ウ ス ミ エ ロ ー マ セ ル ラ イ ン NSO中 に 共 ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 。 例 え ば L
iou et al. J Immunol. 143(12):3967-75 (1989)を 参 照 の こ と 。 プ ロ テ イ ン A－ セ フ ァ ロ
ー ス （ Pharmacia） を 用 い て 、 単 一 の 安 定 セ ル ラ イ ン 上 清 か ら 抗 体 を 精 製 し た 。 抗 体 濃 度
は 分 光 光 度 計 を 用 い て 280nmに お い て 、 及 び FCAア ッ セ イ （ IDEXX） を 用 い て 決 定 し た 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 製 造 者 の プ ロ ト コ ー ル に 従 い 、 peroxidase conjugation kit(Zymed Labs, カ リ フ ォ ル
ニ ア 州 San Francisco)を 用 い て 精 製 抗 体 を セ イ ヨ ウ ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ （ HRP） と 結
合 さ せ た 。 そ れ ぞ れ の 結 合 抗 IgE MAbの 力 価 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル ヒ ト IgE（ SE44） で コ ー ト
し た プ レ ー ト を 用 い て ELISAを 行 い 決 定 し た 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 次 の 培 養 物 を 20110-2209米 国 バ ー ジ ニ ア 州 Manassas市 Boulevard大 学 10801内 の American
 Type Culture Collection（ ATCC） に 寄 託 し た ：
【 ０ １ ７ ７ 】
【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ７ ８ 】
　 こ の 寄 託 物 は 、 特 許 手 続 上 の 微 生 物 の 寄 託 の 国 際 的 承 認 に 関 す る ブ タ ペ ス ト 条 約 及 び そ
れ に 基 づ く 規 制 （ ブ タ ペ ス ト 条 約 ） の 条 項 に 基 づ い て 作 製 さ れ た 。 こ れ に よ り 、 生 培 養 物
の 維 持 が 寄 託 日 か ら ３ ０ 年 間 保 証 さ れ る 。 該 微 生 物 は ブ タ ペ ス ト 条 約 の 条 件 の 下 に ATCCに
よ っ て 利 用 可 能 と な り 、 関 連 す る 米 国 特 許 の 発 効 に 基 づ い て そ の 後 代 が 永 久 的 及 び 非 制 約
的 に 公 衆 に 利 用 可 能 と な る こ と が 保 証 さ れ る 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 本 願 の 受 託 者 は 、 適 切 な 条 件 下 で 培 養 し た 際 に 寄 託 培 養 物 が 死 滅 又 は 損 失 若 し く は 崩 壊
し た 場 合 に は 、 通 知 に 対 し て 迅 速 に 同 培 養 物 の 生 標 本 と 交 換 す る と い う こ と に 同 意 し て い
る 。 寄 託 株 が 入 手 可 能 で あ る と い う こ と は 、 い か な る 政 府 の 権 限 の 下 で 当 該 政 府 の 特 許 法
に 従 っ て 付 与 さ れ た 権 利 に 違 反 し て 発 明 を 実 施 す る こ と を 許 諾 す る と い う こ と を 意 味 す る
も の で は な い 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 上 記 の 明 細 書 に よ り 、 当 業 者 は 発 明 を 十 分 に 実 施 可 能 で あ る と 考 え ら れ る 。 寄 託 さ れ た
具 体 例 は 発 明 の １ つ の 局 面 を 例 示 す る た め の も の で あ り 、 本 発 明 は 寄 託 培 養 物 の 範 囲 に 限
定 さ れ る も の で は な く 、 機 能 的 に 均 等 な い か な る 培 養 物 も 本 発 明 の 範 囲 に 包 含 さ れ る 。 こ
こ で の 物 質 の 寄 託 は 、 こ こ で 記 載 さ れ た 詳 細 な 説 明 が 、 本 発 明 の 最 良 の 態 様 を 含 め た 本 発
明 の い か な る 局 面 を 実 施 可 能 と す る の に も 適 切 で は な い と の 自 認 を 構 成 す る も の で は な く
、 ま た 、 こ こ に 表 さ れ た 特 定 の 例 示 に 請 求 の 範 囲 を 限 定 す る も の と 解 釈 さ れ る も の で も な
い 。 実 際 、 こ こ に 記 載 さ れ た も の の 他 、 上 記 詳 細 な 説 明 か ら 本 発 明 の 種 々 の 改 変 法 が 当 業
者 に と っ て 明 ら か と な り 、 そ れ ら は 添 付 の 特 許 請 求 の 範 囲 に 包 含 さ れ る で あ ろ う 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 当 業 者 は 、 ル ー チ ン な 実 験 を 行 な う だ け で 、 こ こ に 記 載 さ れ た 発 明 の 特 定 の 具 体 例 と 均
等 な 多 く の 方 法 を 認 識 し 又 は 確 認 で き る だ ろ う 。 そ の よ う な 均 等 な 方 法 は 、 添 付 の 請 求 の
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範 囲 に 包 含 さ れ る も の と す る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ８ ２ 】
【 図 １ 】 抗 体 の ク ロ ー ニ ン グ 及 び ス ク リ ー ニ ン グ に 用 い た フ ァ ー ジ ベ ク タ ー の 模 式 図 で あ
る 。
【 図 ２ 】 変 異 抗 体 を 作 製 す る の に 有 用 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 模 式 図 で あ る 。
【 図 ３ Ａ 】 マ ウ ス 抗 IgE抗 体 TES-C21の 軽 鎖 と 、 L16及 び JK4を 結 合 し た ヒ ト 鋳 型 と の 比 較 図
で あ る 。
【 図 ３ Ｂ 】 TES-C21の 重 鎖 と 、 DP88及 び JH4bを 結 合 し た ヒ ト 鋳 型 と の 比 較 図 で あ る 。
【 図 ４ 】 親 TES-C21と 比 較 し て 高 い 親 和 性 を 有 す る フ レ ー ム ワ ー ク 残 基 変 異 体 の 表 で あ る
。
【 図 ５ Ａ － Ｂ 】 ク ロ ー ン 4, 49, 72, 78, 及 び 136の ELISA力 価 曲 線 を 、 親 TES-C21 Fab及 び
ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル （ ５ D12） と 比 較 し て 示 し た 図 で あ る 。
【 図 ６ 】 ク ロ ー ン 2C, 5A, 及 び 5Iの 阻 害 ア ッ セ イ を 、 親 TES-C21及 び ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ
ー ル 抗 体 と 比 較 し て 示 し た 図 で あ る 。
【 図 ７ 】 IgEに 対 す る 親 和 性 の 増 大 を も た ら し た 有 益 な 変 異 の 組 み 合 わ せ を 有 す る ク ロ ー
ン の 配 列 を 示 す 。
【 図 ８ Ａ － ８ Ｂ 】 ク ロ ー ン 136, 1, 2, 4, 8, 13, 15, 21, 30, 31, 35, 43, 44, 53, 81,
 90, 及 び 113に 対 す る 軽 鎖 可 変 領 域 全 体 の フ レ ー ム ワ ー ク 配 列 を 示 す 。
【 図 ９ Ａ － ９ Ｂ 】 35個 の ク ロ ー ン に 対 す る 重 鎖 可 変 領 域 全 体 の フ レ ー ム ワ ー ク 配 列 を 示 す
。
【 図 １ ０ Ａ － Ｆ 】 ク ロ ー ン 136, 2C, 5I, 5A, 2B, 及 び 1136-2Cに 対 す る 完 全 な 重 鎖 及 び 軽
鎖 配 列 を 示 す 。
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】 【 図 ６ 】
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【 図 ７ 】 【 図 ８ Ａ 】

【 図 ８ Ｂ 】 【 図 ９ Ａ 】
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【 図 ９ Ｂ 】 【 図 １ ０ Ａ 】

【 図 １ ０ Ｂ 】 【 図 １ ０ Ｃ 】
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【 図 １ ０ Ｄ 】 【 図 １ ０ Ｅ 】

【 図 １ ０ Ｆ 】
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【 配 列 表 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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